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I. RESUMEN 
INTRODUCCIÓN 
La infección por el virus de la hepatitis C (VHC) se caracteriza por su gran capacidad 
para evadir la respuesta inmune y cronificarse. Un posible mecanismo de escape viral a 
la respuesta inmune podría ser la alteración de la capacidad quimiotáctica de las células 
T citotóxicas hacia el hígado infectado, actuando sobre la interacción de los receptores 
de quimioquinas y sus ligandos. 
 
OBJETIVOS 
 Analizar la capacidad del VHC para modificar la expresión de quimioquinas asociadas 
a respuesta T citotóxica tipo 1 (Tc1) y de sus receptores en las células T citotóxicas 
como mecanismo de escape viral, e investigar los efectos del tratamiento antiviral con 
interferón PEGilado (PEG-IFN) y Ribavirina (RBV) sobre dicho proceso y su 
correlación con el desarrollo de respuesta virológica sostenida (RVS). 
 
METODOS 
Se determinó el grado de expresión de CCR5 y CXCR3 (receptores de quimioquinas 
asociados a respuesta Tc1) en los linfocitos T CD8+ intrahepáticos y en sangre 
periférica de pacientes con infección crónica por VHC genotipo 1, así como la 
concentración de sus ligandos en suero (CXCL10 y CCL3), correlacionando dichos 
hallazgos con el grado de inflamación y fibrosis hepática en estos pacientes. 
 Además, en pacientes con hepatitis crónica por VHC genotipo 1 tratados con PEG-IFN 
alfa-2b y RBV se cuantificó en sangre periférica la expresión de estos receptores y sus 
ligandos a lo largo del tratamiento. Se analizó el valor predictivo positivo (VPP) y 
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negativo (VPN) de las variaciones de la frecuencia de células T CD8+ CCR5
elevado
 y 
CXCR3
elevado 
durante el tratamiento para predecir el desarrollo de RVS. 
 
RESULTADOS 
En los pacientes con hepatitis crónica C, se observó un secuestro intrahepático de las 
células T CD8+ con fenotipo CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
, existiendo una correlación 
positiva entre la frecuencia de dichas células en el hígado y el grado de inflamación 
hepática. 
En el compartimento periférico la frecuencia de células T CD8+ CCR5
elevado
 y 
CXCR3
elevado 
fue menor en los pacientes con infección persistente por VHC respecto a 
controles sanos, mientras que la concentración sérica de sus ligandos fue mayor. 
Durante el tratamiento con PEG-IFN y RBV se observó un aumento significativo de la 
frecuencia de células T CD8+ con fenotipo CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
 en las primeras 
24 semanas de tratamiento antiviral que se correlacionó con un descenso de la 
concentración sérica de sus ligandos (CXCL10 y CCL3). 
Finalmente, el grado de variación de la expresión de CXCR3 en los pacientes con 
infección crónica por VHC en las primeras 24 semanas de tratamiento antiviral mostró 
un significativo valor predictivo positivo de desarrollo de RVS. 
 
CONCLUSIONES 
En la hepatitis crónica por VHC genotipo 1, el tratamiento anti-viral induce un 
incremento de la frecuencia de células T CD8+ que expresan receptores de 
quimioquinas asociados a respuesta Tc1 y una reducción en la concentración sérica de 
sus ligandos. El desarrollo del control viral se asocia a un incremento de la frecuencia 
de células T CD8+ que expresan CXCR3
elevado
. 
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BACKGROUND 
 
AIMS 
 CXCR3 and CCR5 play a major role in recruiting cytotoxic T cells (Tc) and secreting 
secondary type 1 cytokines (Tc1) in the liver. HCV could impair their expression as a 
survival mechanism. The role of these chemokine receptors on CD8+ cells in chronic 
hepatitis C is analysed. 
 
METHODS 
 Serum, chemokines, peripheral blood and intrahepatic lymphocytes from chronic 
hepatitis C patients were studied. CXCR3 / CCR5 expressing CD8+ cells were 
quantified by flow-cytometry. Serum chemokines concentration (CXCL10/CCL3) was 
measured by ELISA. Basal data were correlated with liver inflammation. Longitudinal 
data were obtained during treatment and correlated with virologic response. 
 
RESULTS 
 CCR5/CXCR3 expressing CD8+ cells were enriched in the liver and correlated with 
inflammation. Chronic HCV patients presented the same frequency of 
CCR5high/CXCR3high expressing CD8+ cells in peripheral blood as in healthy 
controls but higher serum concentration of CXCL10/CCL3. Treatment with PEG-
interferon a-2b plus ribavirin increased CCR5high/CXCR3high expressing CD8+ cells 
frequency in peripheral blood and decreased CXCL10/CCL3 serum concentration. 
Increase in CXCR3high expressing CD8+ cells after 24 weeks of treatment was 
correlated with SVR. 
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CONCLUSIONS 
 In chronic hepatitis C, anti-viral treatment induces an increase in CD8+ cells 
expressing chemokine receptors associated with Tc1 response and a reduction in their 
ligands. Achievement of viral control is associated with an increase in CXCR3high 
expressing CD8+ cells during treatment. 
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II.- INTRODUCCIÓN 
 
1.- IMPORTANCIA DEL PROBLEMA 
 
 El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus hepatotropo, no citopático, muy eficiente 
en evadir la respuesta inmune del huésped. 
 
 La infección por el VHC constituye la principal causa de enfermedad hepática en todo 
el mundo
1
. La organización mundial de la salud (OMS) calcula que aproximadamente 
un 3% de la población mundial (unos 170 millones de personas) están infectadas por 
este virus, existiendo 3-4 millones de infecciones de novo cada año
2
. 
 
 En España se calcula que la prevalencia de anticuerpos frente al VHC (anti-VHC)  en la 
población general oscila entre un 1-2,6%, de los cuales aproximadamente un 75% de los 
casos presentaran infección persistente por el mismo 
3, 4, 5, 6, 7
.  Por tanto, el número de 
personas infectadas por este virus en España estará entre 500.000 y 700.000 (FIGURA 
1) 
 
FIGURA 1.- Prevalencia estimada de la infección por VHC 
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En la actualidad la cirrosis por VHC es la indicación más frecuente de trasplante 
hepático
8
 y se estima que es el causante de la mitad de los casos de hepatocarcinoma 
9,
 
10
. 
 
 Se calcula que la infección por VHC origina una disminución de la expectativa de vida 
en torno a 8-12 años en los pacientes infectados, así como una importante disminución 
en la calidad de vida
11
. 
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2.- CARACTERISTICAS DEL VIRUS 
 
El VHC es un virus RNA de cadena simple, de unos 9.500 nucleótidos, que nunca pasa 
en su ciclo celular por fase de ADN. Pertenece a la familia de los Flaviviridae, género 
Hepacivirus
12
   
 
 Este virus se transmite fundamentalmente vía parenteral. La mayoría de los pacientes 
infectados en Estados Unidos y Europa han adquirido la enfermedad a través del 
consumo de drogas intravenosas
13
 o mediante transfusión de sangre o derivados
14
 , 
aunque el riesgo de transmisión actual por esta última vía disminuyó mucho al 
introducirse el cribado sistemático de la sangre para VHC en 1990
15
 , siendo en la 
actualidad prácticamente nulo (aproximadamente 1 caso por millón de transfusión) 
desde la determinación del RNA viral en las muestras de suero mediante tecnología de 
amplificación de ácidos nucleicos (HCV-NAT) introducida en España en 2003, que 
permite identificar los casos existentes en periodo ventana
16
. 
 
 Otros mecanismos de transmisión del virus son: transmisión perinatal
17
, infección 
nosocomial
18
, 
19
, hemodiálisis
20
 y transmisión sexual
21
. 
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3.- HISTORIA NATURAL 
 
Tras la infección aguda por el virus, este se cronifica en un 50-85% de los casos
22, 23 
, 
existiendo una serie de factores que condicionan el riesgo de cronificación, como son la 
edad del paciente en el momento de contraer la infección, sexo, raza, desarrollo de 
síntomas en la infección aguda 
24, 25, 26, 27, 28
. 
 
La hepatitis crónica progresa a cirrosis en aproximadamente un 20% de los casos, en un 
periodo de tiempo medio de 15-25 años. Dicha progresión también viene determinada 
por varios factores: edad, sexo, raza, coinfección por otros virus, enfermedades 
asociadas.... 
29,30, 31, 32, 33
. 
 
Una vez desarrollada la cirrosis, existe un riesgo de descompensación de la misma de un 
20-30% a los 10 años, con una disminución de la supervivencia hasta el 50% a los 5 
años cuando sucede la descompensación 
34, 35,
 
36
. 
 
 Por otro lado, una vez desarrollada la cirrosis, existe un riesgo del 1-4% anual de 
aparición de hepatocarcinoma
37
, con la morbi-mortalidad que ello conlleva. 
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4.- PATOGENIA DE LA INFECCIÓN POR VHC 
 
4.1.- Ciclo vital del virus 
 
 Los mecanismos de entrada del VHC en el hepatocito no están aún bien definidos. Se 
han identificado una serie de receptores, probablemente involucrados en la unión del 
virión a la superficie celular, que facilitan su entrada (CD81, CD151, scavenger-
receptor tipo I clase B (SR-B1), receptor de lipoproteínas de baja densidad (r-LDL), 
lecitina tipo L-SIGN, receptor de asialoglicoproteinas, heparan sulfatos, claudina-1...) 
38, 
39, 40
. 
 De ellos, el r-LDL parece tener una gran importancia en la entrada del virus, mientras 
que CD81 y SR-B1 actuarían como cofactores. 
 Tras la adhesión a la membrana celular, se produce la entrada del virus en la célula. 
Después de entrar en la célula, la nucleocápside del virus pasa al citoplasma celular, 
donde el RNA viral actúa directamente como RNA mensajero, para la traslación de una 
larga poliproteína. La replicación viral ocurre en el citoplasma a partir del mismo molde 
de RNA mediante una RNA polimerasa sin actividad de ―proof.-reading‖, liberándose 
los viriones posteriormente mediante exocitosis tras el acoplamiento entre las proteínas 
virales y el RNA viral. 
 
4.2.- Mecanismos de daño hepático y control viral 
 
 El VHC no parece tener un efecto citopático directo, sino que el daño celular vendría 
mediado por la respuesta inmune del huésped frente a determinados antígenos virales, 
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reconocidos en presencia del sistema mayor de histocompatibilidad (HLA), que 
condicionaría la lisis de los hepatocitos infectados
41
 y la eliminación del VHC. 
 
4.3.- Mecanismos de respuesta inmune frente al virus 
 
4.3.1- RESPUESTA INMUNE INNATA 
 La resolución o cronificación de la infección por VHC se determina precozmente 
42, 43
. 
 La primera línea de defensa consiste en la producción de interferones y otros 
mediadores inflamatorios por los hepatocitos infectados, tras la activación de PRR 
(pattern recognition receptors), presentes en la superficie del hepatocito, que son 
activados por la presencia de RNA de cadena simple (RNAss) y RNA de doble cadena 
(RNAds)
44
. 
  Por tanto los PRR, entre los que destacan los Toll like receptors (TLR) y RNA-
helicase receptors (RIG-I-like receptors), son esenciales en el reconocimiento del RNA 
viral, y en el desarrollo de una adecuada inmunidad antiviral 
45, 46, 47,
 
48, 49, 50, 51, 52.
 
 
 La activación de estos receptores induce la producción de mediadores inflamatorios e 
interferones (IFN), que por un lado disminuyen la replicación viral y por otro inducen la 
activación de las diferentes células del sistema inmune innato (FIGURA 2) 
53, 42, 43, 54, 55, 
56
.  
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FIGURA 2 . Implicación de los diferentes tipos de células inmunes en el reconocimiento y 
eliminación del VHC.  
 
Sin embargo el VHC ha desarrollado múltiples mecanismos defensivos para evitar esa 
activación 
43,
 
57, 58, 59, 60, 61
. Este virus no solo interfiere sobre la activación de los TLR, 
sino que también lo hace sobre la mayoría de las vías de actuación de los interferones 
62, 
63, 64
. Además, se ha visto que el VHC altera el funcionamiento de las diferentes células 
del sistema inmune innato: células dendríticas (CD), monocitos, macrófagos, natural 
Killer (NK) y natural Killer T (NKT) a través de diferentes mecanismos 
65-98 
 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98  
 
4.3.2.- RESPUESTA INMUNE ESPECÍFICA 
 
RESPUESTA CELULAR 
La respuesta celular específica es esencial en el control de un infección viral no 
citopática. Esta respuesta esta compuesta por dos tipos celulares: células T CD4+ 
colaboradoras y células T CD8+ citotóxicas.  
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Las células T colaboradoras, caracterizadas por expresar la molécula CD4 y por 
reconocer los antígenos virales en el contexto de los complejos mayores de 
histocompatibilidad de clase II, son esenciales para la correcta activación de las células 
citotóxicas y de las células B. Para favorecer la activación adecuada de las células B y T 
citotóxicas, las células T colaboradoras deben secretar las citoquinas adecuadas tras ser 
activadas por las células presentadoras de antígeno (CPA).   
 
Los linfocitos T citotóxicos (LTC) específicos deben ser activados por las células 
presentadoras de antígenos profesionales a nivel de los órganos linfoides primarios 
mediante la presentación de los epítopos virales por moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase I, en presencia de un correcto ambiente de citoquinas y 
moléculas coestimuladoras. 
 
 La activación de estas células T (colaboradoras y citotóxicas) depende de la acción de 2 
señales (FIGURA 3): 
- Interacción entre el receptor de la célula T (RCT) y el complejo mayor de 
histocompatibilidad de la célula presentadora de antígeno que presenta el 
epítopo viral correspondiente. 
- Interacción entre moléculas co-estimuladoras presentadas por las células T y sus 
receptores, expresados en la CPA. 
 Existen moléculas co-estimuladoras positivas, como el CD28, que, tras la unión 
a su receptor (CD80), induce la activación celular. Tras este proceso se estimula 
la expresión de moléculas co-estimuladoras negativas, como PD1 o CTL4A, que 
se unen a sus ligandos (PDL1 y CD86) induciendo anergia celular. Este 
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mecanismo inductor de anergia permite desactivar a la célula T una vez a 
realizado su función. 
 
 Tras el reconocimiento específico del antígeno viral, los LTC se activan, formando 
agregados linfoides, y se unen a determinadas células, entre las que destacan las células 
endoteliales, activadas por citoquinas liberadas en el contexto del proceso inflamatorio, 
que expresan en su superficie determinadas moléculas de adhesión (ICAM-1, VCAM-
1), que facilitan el reclutamiento y migración de las células desde el espacio 
intravascular hacia las zonas inflamadas. Dicha migración viene facilitada por el 
desarrollo de neoangiogénesis a nivel portal y periportal, desencadenada por la 
respuesta inflamatoria
99
. 
 
La migración de los linfocitos T a nivel intrahepático se completa por el gradiente de 
quimioquinas secretadas por los hepatocitos infectados, como CXCL10 y CCL3, que 
atraen a los linfocitos T que expresan los correctos receptores de quimioquinas como 
CCR5 o CXCR3. Tras la atracción de los linfocitos T citotóxicos VHC específicos al 
parénquima hepático, estas células reconocen a los antígenos virales expresados en la 
superficie celular de los hepatocitos infectados, en asociación con moléculas del HLA-I 
FIGURA 3: RECEPTOR DE CELULA T 
Las vías de activación están marcadas con líneas 
gruesas. 
Los mecanismos reguladores están marcados con 
flechas finas rojas (inhibidores) o verdes 
(estimuladores). 
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(fenómeno de restricción inmune), desencadenando los procesos de lisis celular y 
producción de citoquinas tipo I. 
 
 La magnitud (número de células T específicas activadas) y variedad (multiespecificidad 
de las mismas) son determinantes en la posibilidad de aclaramiento viral 
100,101,102
. 
 
La eliminación del VHC se efectúa  por medio de 2 mecanismos: 
- Mecanismos citolíticos: 
Apoptosis, en la que dicha membrana se mantiene intacta
103
. La apoptosis 
celular está mediada por dos vías 
104, 105, 106, 107, 108
 (FIGURA 4): 
o Liberación de proteasas (perforina, granzima) por los gránulos 
citotóxicos de los linfocitos T activados. 
o Expresión de Fas ligando en la superficie de los linfocitos T citotóxicos 
al activarse, que interacciona con el Fas-Receptor presente en la 
superficie celular del hepatocito. 
 Ambas vías activan una cascada, mediada por enzimas, que facilitan la 
destrucción de los hepatocitos infectados.  
- Mecanismos no citolíticos: 
Los linfocitos T activados secretan TNF alfa e interferón gamma, que actúan 
directamente sobre las partículas virales, destruyendo el VHC sin producir daño 
hepático. Este es el mecanismo principal de control viral durante la infección por 
VHC. 
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FIGURA 4.- Interacción entre el linfocito T citotóxico y el hepatocito infectado.  
––- Mecanismos citolíticos de control viral basados en la acción de la perforina y en la interacción Fas-
FasL. 
 - - - Mecanismos no citolíticos de control viral mediante la producción de citoquinas tipo I. 
 
 El papel de las células T en la fase crónica de la enfermedad está menos aclarado, 
debido a la capacidad del virus para escapar a la respuesta inmune, mediante el 
desarrollo de quasiespecies
109
 y la producción de mutaciones de escape en los epítopos 
presentados por las CPA
110
. No obstante, durante la infección persistente la respuesta 
celular citotóxica se caracteriza por presentar un estado de anergia, ser oligoclonal y 
oligoespecífica. 
 
RESPUESTA HUMORAL. 
 
 La respuesta humoral es muy eficaz en la neutralización de infecciones no citopáticas 
como la producida por el virus de la hepatitis B. Sin embargo, la producción de 
anticuerpos frente al VHC no es capaz de proteger al huésped frente al virus
111,
 
112
 ya 
que: 
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- Por razones aún mal conocidas se desarrolla tarde tras la infección aguda 
(periodo medio de seroconversión > 40 días). 
- Debido a la amplia variabilidad del virus, que origina una amplia diversidad de 
quasiespecies, el VHC es capaz de evadir la respuesta inmune humoral. 
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5.- PAPEL DE LAS QUIMIOQUINAS EN LA HEPATITIS 
CRONICA POR VHC 
 
CITOQUINAS 
 
Las citoquinas (CK) son pequeñas proteínas solubles secretadas por múltiples células 
(inmunes y no inmunes) y constituyen un sistema de comunicación intercelular. Actúan 
de forma autocrina o paracrina mediante la unión a receptores específicos de las células, 
induciendo diferentes mecanismos de activación e inhibición celular
113
.   
 
 Se han descrito más de 100 citoquinas diferentes, clasificadas en varios grupos según 
su función principal. La nomenclatura de las citoquinas refleja la primera función que se 
describió al descubrir la molécula, así como el orden cronológico de los 
descubrimientos, clasificándose en 6 grupos principales: 
 
- Interleuquinas (IL1, IL2, IL3...). 
- Interferones (alfa, beta, gamma). 
- Factores de necrosis tumoral (TNF-alfa, TNF-beta). 
- Factores estimuladores de formación de colonicas (G-CSF, GM-CSF, M-CSF..). 
- Factores de crecimiento (EGF, MGF...). 
- Quimioquinas (QQ). 
 
 Estas proteínas están involucradas en todas las facetas de la respuesta inmune, 
regulando la misma. La combinación de citoquinas que se produzca ante un 
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determinado estímulo antigénico condicionará el tipo de respuesta inmune que se 
desarrollará frente a dicho estímulo.  
 
Un subgrupo muy importante de citoquinas lo constituyen las quimioquinas, pequeñas 
proteínas (8-14Kda) cuya función principal es regular el tráfico de las células del 
sistema inmune en el cuerpo, tanto en situaciones fisiológicas como patológicas
114, 115
. 
 
Las quimioquinas contribuyen al desarrollo de una adecuada respuesta inmune en los 
órganos diana, pero también participan en la patogénesis de la inflamación
116,
 
117
. 
Además, intervienen en otros procesos, como la angiogénesis, hematopoyesis, 
desarrollo de órganos linfoides, cicatrización y el desarrollo embrionario 
118
. 
 
Se han descrito aproximadamente 50 quimioquinas, subdivididas en 4 familias en 
función de la posición de 2 cisteinas de su porción N-terminal: CXC, CC, C, CX3C
119,
  
120
. La familia CXC se subdivide en 2 grupos en función de la presencia de la triada 
Glu-Leu-Arg precediendo a la primera cisteina: ELR-CXC y no-ELR-CXC. 
 
 Las quimioquinas inducen la migración celular mediante la unión a receptores 
específicos, los receptores de quimioquinas (RQ), expresados en la superficie de las 
células inmunes. A menudo un receptor puede interactuar con distintos ligandos 
(TABLA 1). 
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TABLA I: Tipos de quimioquinas y sus receptores en las distintas células del sistema inmune 
 
 La activación del receptor de quimioquinas desencadena una cascada de activación 
celular
121, 122
 que incluye la generación de inosiltrifosfato, liberación de calcio 
intracelular y activación de protein-kinasa C. Asimismo se activan pequeñas proteínas 
de la familia Ras y Rho, relacionadas con los procesos de movilidad celular, lo cual 
facilita el desplazamiento de las células en la dirección apropiada. 
 
 Estos receptores se expresan en diferentes tipos de leucocitos. Algunos de ellos se 
expresan de manera permanente, mientras que otros se inducen en función del grado de 
activación y diferenciación leucocitaria
123
. Se ha demostrado además que la expresión 
de determinados receptores depende del perfil de producción de citoquinas
124
. 
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 Existen dos tipos de quimioquinas
125
 
126
: 
- Quimioquinas homeostáticas (p.e. CXCL12, CCL21, CCL19), encargadas de 
guiar el tráfico y la retención de los leucocitos específicos a través de los 
distintos componentes tisulares, bajo condiciones fisiológicas.  
- Quimioquinas inflamatorias, (p.e. CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10), 
cuya producción se induce en respuesta a una señal infecciosa, inflamatoria o 
inmunológica. Su función es regular el reclutamiento de células efectoras 
específicas a las zonas inflamadas. 
 
 
 
FIGURA 5: Una compleja red de interacciones autocrinas y paracrinas afectando a distintas celúlas 
determina el ambiente de quimioquinas en el hígado del paciente VHC, seleccionando que 
leucocitos son reclutados al mismo. 
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5.1.- Papel de las citoquinas en la respuesta inmune innata frente al virus. 
  
Las quimioquinas se secretan precozmente tras la infección mediante la activación de 
los PRR de células epiteliales, estromales e inmunes, reclutando inicialmente las células 
de la respuesta inmune innata (neutrófilos, monocitos, NK y NKT), que expresen los 
apropiados receptores de quimioquinas (FIGURA 5).  
 
 La infección de los hepatocitos por parte del virus activa la secreción de citoquinas, 
fundamentalmente interferones tipo I
127, 128
, lo que estimula el reclutamiento de las 
células del sistema inmune. Así, se ha observado que la proteínas del VHC del core, 
NS4A, NS4B y NS5A inducen la secreción de citoquinas in vitro, alguna de las cuales 
interfieren con la respuesta inmune
129,130, 131
. Se ha visto que proteínas del VHC inducen 
la producción de CXCL8 a nivel de células estrelladas, hepatocitos, macrófagos y 
células endoteliales 
132, 133, 134
 y que la concentración elevada de estas quimioquinas 
inhiben la actividad antiviral del interferón
135
. 
 
 La primera línea de defensa del huésped tras la liberación de partículas virales a la 
circulación está constituida por las células NK y NKT, muy abundantes en el hígado
136
. 
Estas células se activan por la producción de citoquinas antivirales como el IFN tipo I 
(alfa y beta), producido por los hepatocitos infectados. Las células NK también se 
activan por la liberación de IL-12, por las células dendríticas. 
 
 Las células NK y NKT tienen una doble labor: 
- Actividad citolítica no restringida, de las células infectadas y CD inmaduras (sin 
perfil de citoquinas Tc1), inadecuadas para una correcta estimulación de la 
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respuesta específica
137
. La funcionalidad de estas células condiciona la 
maduración parcial o total de las CD en función del balance de citoquinas en el 
que se activan las células NK y NKT (IL-4, IFN alfa, IL-12) 
138
. 
-  Producción, a su vez, de determinadas citoquinas (IFN gamma, TNF alfa)139. 
Estas citoquinas inhiben la replicación viral por mecanismos no citolíticos, es 
decir, eliminan el virus sin destruir el hepatocito. 
 
 La migración de las células NK al hígado viene mediada por la interacción de CXCL16 
con su receptor específico, CXCR6, presente en estas células, permitiendo su 
reclutamiento y supervivencia, lo cual mantiene niveles elevados de IFN gamma, que 
facilita el reclutamiento de células asociadas a respuesta Th1
140
. Otras quimioquinas, 
como CCL2 y CCL3 también están implicadas en el reclutamiento de las células del 
sistema inmune innato al hígado
141
. 
 
 Las CD captan las partículas virales por medio de los TLR, activándose y secretando 
varios tipos de citoquinas en función del tipo de CD. Existen dos tipos
142,
 
143
: 
- CD mieloides (mCD), que producen principalmente IL12 o TNF alfa. 
- CD plasmocitoides (pCD), que producen IFN alfa.  
 
 Dichas células son capaces de procesar los antígenos virales y presentarlos a las células 
del sistema inmune específico, a través de moléculas de HLA tipo I y II. 
 La migración de las CD también viene mediada por quimioquinas, habiéndose 
observado una expresión de los receptores CCR2, CCR5 y CXCR3 en las pCD, lo cual 
permite su migración al hígado inflamado. 
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5.2.- Papel de las citoquinas en la respuesta inmune especifica 
 
 Tras su activación y maduración, las CD abandonan el hígado y se dirigen a los 
ganglios linfáticos para activar allí las células T del sistema inmune específico
144
. La 
atracción de las CD hacia el ganglio linfático también está mediada por quimioquinas 
(CCL21 y CCL19), que interaccionan con su receptor (CCR7), sobreexpresado en la 
superficie de las CD maduras. Dicho receptor también se expresa en las células naive B 
y T 
145
, lo cual permite que CD y linfocitos se encuentren en el ganglio linfático, para la 
activación de estos últimos 
146, 147,
 
148
.  
 
 En el ganglio linfático se realiza la activación de las células T específicas, a través de la 
interacción entre determinados epítopos virales (presentados por las CPA en los 
complejos mayores de histocompatibilidad) y el receptor de la célula T (RCT) adecuado 
(FIGURA 6). 
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FIGURA 6.- Desplazamiento de las células inmunes a través del ganglio linfático 
Las células T naive, expresando CCR7, entran en el ganglio a través de vénulas endoteliales, que 
expresan la quimioquina CCL21. Las células dendríticas y macrófagos entran a través de los linfáticos 
aferentes. Las CD maduras expresan CCR7 y los macrófagos CCR2. Las células T y CD se juntan en base 
a un gradiente de CCR7. La presentación del antígeno activa las células T, saliendo las células efectoras a 
través de los linfáticos eferentes tras la perdida de la expresión de CCR7. 
Las células B acuden a los folículos, donde está presente CXCL13 (quimioatrayente de células B) 
 
 Una vez activadas en el ganglio linfático, las células T se convierten en células 
efectoras, pierden el receptor CCR7 y expresan otros receptores de quimioquinas, cuya 
activación estimula la migración de dichas células al tejido inflamado. Las células T 
CD8 específicas adquieren en el ganglio linfático capacidad citolítica y de secreción de 
citoquinas tipo I, mientras que  las células CD4 específicas se activan  para regular la 
respuesta adaptativa, secretando citoquinas tipo Th1 (IL-2, IFNgamma y TNF alfa) para 
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favorecer la respuesta citotóxica y citoquinas tio Th2 (IL-4, IL-10, IL-13) para regular 
la respuesta humoral. 
 
 La interacción célula presentadora de antígeno-virus y el receptor de célula T viene 
regulada por una serie de moléculas coestimuladoras positivas y negativas y un 
determinado ambiente de citoquinas, que condiciona el desarrollo de una respuesta tipo 
Th1 (mediada por IL-2, IFN gamma y TNF alfa), tipo Th2 (IL-4, IL-10, IL-13) 
149 ,150, 
151, 152
 o tipo Th17 (IL17, IL22, IL23)
153, 154
. 
 
 Determinados receptores, como CCR5 y CXCR3 se asocian a una respuesta celular tipo 
1, mientras que otros receptores (CCR4 y CCR8) se asocian con respuesta tipo 2. 
Finalmente, la respuesta Th17 viene mediada por los receptores (CCR6 y CXCR6) 
155-
160
. 
155, 156, 157, 158, 159, 160
. 
 
El desarrollo de una respuesta inmune específica policlonal, multiespecífica, capaz de 
secretar citoquinas tipo I, y que exprese quimioquinas asociadas a Th1/Tc1, se asocia al 
control de la infección. En caso contrario se desarrolla una respuesta ineficaz para 
eliminar el virus, que condicionara un daño hepático progresivo
161
. 
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6.- QUIMIOQUINAS ASOCIADAS A RESPUESTA Th1/Tc1 
 
 La respuesta Th1 viene mediada por las quimioquinas del grupo no-ERL-CXC y CC, 
cuyos receptores están presentes en las células inflamatorias tipo Th1/Tc1. 
 
6.1.- QUIMIOQUINAS no-ERL-CXC: 
Interaccionan con el receptor de quimioquinas CXCR3, presente en las células NK, 
células T de memoria y efectoras asociadas a respuesta Th1/Tc1 y T reguladoras. A este 
grupo pertenecen: 
 
- CXCL10 
 
También denominada IP-10 (interferón gamma inducible protein 10), es la quimioquina 
estudiada más extensamente en relación con el VHC. Su producción es inducida por 
interferón gamma a nivel de células mieloides, células mononucleares, fibroblastos y 
células endoteliales 
162
. Además del IFN-gamma existen otros estímulos que elevan esta 
quimioquina durante la infección o inflamación (IFN tipo I, TNF alfa, dsRNA, 
lipopolisacarido (LPS), ciertos virus...) 
163-169
. 
163
 
164
 
165
 
166
 
167
 
168
 
169
. 
 
 En los pacientes con VHC la expresión de CXCL10 está aumentada en hígado y sangre 
periférica
170,171,
 
172
. A nivel intrahepático CXCL10 es producido por los hepatocitos y/o 
células endoteliales sinusoidales
173, 174,
 
175
.  Los niveles de CXCL10 en sangre periférica 
se correlacionan con el grado de necroinflamación en pacientes con VHC 
176, 177
. 
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 Asimismo los niveles de CXCL10 intrahepáticos están estrechamente relacionados con 
la inflamación lobular, pero no con la inflamación portal o fibrosis, lo que sugiere que 
las células T inflamatorias intralobulares pueden ser atraídas al hígado por CXCL10. 
 
 Podría existir una correlación entre los niveles de CXCL10 previos al tratamiento 
antiviral y la respuesta al mismo, así como un descenso de estos niveles a rangos 
normales en pacientes con respuesta virológica sostenida al tratamiento, al contrario de 
lo que sucedería en los no respondedores 
178, 179,
 
180
, lo cual habla a favor del papel de 
esta quimioquina como factor pronóstico de respuesta a tratamiento antiviral, aunque 
esto debe ser confirmado con series más amplias. 
 
- CXCL9: 
 
 También denominado Mig (Monokine induced by interferón gamma) es principalmente 
un quimioatrayente de células T activadas.  
 
Aunque su estímulo más potente es IFN-gamma, existen otros inductores de su 
secreción, como IFN tipo I o virus influenza A 
181-185
. 
181
 
182
 
183
 
184
 
185
. 
 
En los pacientes VHC+ la expresión de CXCL9 en sangre periférica e intrahepática está 
aumentada en comparación con personas no infectadas. A nivel intrahepático CXCL9 se 
detecta fundamentalmente en las células endoteliales sinusoidales, tanto en pacientes 
sanos como infectados, aunque la expresión es mucho mayor en pacientes infectados, 
pudiendo existir una correlación con el grado de inflamación 
186-189
. 
186
 
187
 
188
  
189
. 
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- CXCL11: 
 
 También denominada I-TAC (interferón inducible T-cell alfa chemoatractant). Su 
producción se induce fundalmentalmente por IFN gamma y, en menor grado, por IFN 
tipo I, a nivel de diferentes tipos celulares, incluyendo monocitos, macrófagos y 
astrocitos. 
 
 Esta quimioquina atrae células T activadas a través de su interacción con CXCR3, 
presentando una mayor afinidad por este receptor y una mayor potencia quimioatrayente 
que CXCL9 y CXCL10. 
 
 En el hígado de pacientes sanos la expresión de CXCL11 está localizada 
predominantemente en las células endoteliales sinuoidales, mientras que en los 
pacientes infectados por VHC es producido principalmente por los hepatocitos
190
. 
 
 Los niveles intrahepáticos de CXCL11 están significativamente aumentados en 
pacientes con infección crónica por VHC, en relación con hígados sanos, existiendo una 
correlación entre el grado de expresión de esta quimioquina a nivel intrahepático y la 
inflamación lobular.  
 
 Además de su papel en la inflamación esta quimioquina podría contribuir a una 
susceptibilidad aumentada a la infección por VHC, habiéndose descrito una variante 
polimórfica de CXCL11 en pacientes infectados por VHC, que podría estar en relación 
con un aumento de la susceptibilidad a la infección por este virus en pacientes 
portadores de la mutación
191
. 
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6.2.- QUIMIOQUINAS CC: 
 
- CCL5: 
 
 También llamada RANTES (Regulated upon activation, normal T-cell expressed and 
secreted). Regula la migración de células T de memoria, monocitos, basófilos, 
eosinófilos, células NK y células dendríticas, aunque las células T de memoria son las 
que tienen una mayor afinidad por esta quimioquina
192,
 
193
. 
 
 Es producida por fibroblastos, linfocitos T, monocitos, macrófagos y células epiteliales 
en respuesta a varios estímulos (TNF alfa, VHC, otros virus)
194-200
.194195 196 197 198 199 CCL5 interacciona 
con varios receptores: CCR1, CCR3, CCR4 y CCR5 
200, 201, 202,
 
203
. 
 
 La expresión intrahepática de esta quimioquina se ha observado en diferentes tipos 
celulares, incluyendo hepatocitos, células endoteliales sinusoidales y epitelio biliar, 
estando aumentada su expresión intrahepática en pacientes con infección crónica por 
VHC en relación con personas no infectadas 
204, 205
, existiendo una correlación entre el 
grado de expresión de CCL5 y el grado de inflamación hepática
206,
 
207
. 
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- CCL3-CCL4: 
 
 También llamados macrophage inflammatory protein 1 alfa y beta (MIP 1 alfa y beta). 
Estas quimioquinas están expresadas a niveles bajos en monocitos, macrófagos, 
linfocitos B y T y células NK
208
. Tras la estimulación con lipopolisacarido, IL-1, IFN-
alfa o IFN gamma se induce su expresión en otras células como células del músculo liso 
vascular
209
 y microglia
210
. La producción de CCL3 también puede ser inducida en 
células epiteliales, fibroblastos, células mesangiales y astrocitos 
211-215
. 211 212 213 214 215 Algunos virus, 
como el virus influenza A o virus Sendai también inducen la expresión de estas 
quimioquinas
216
. 
 
 CCL3 y CCL4 son potentes quimioatrayentes de los linfocitos T, células NK, 
monocitos y células dendríticas inmaduras
217-221
,217218219220221mediante la interacción con sus 
receptores específicos, principalmente CCR5 y, en menor grado, CCR1, CCR2 y CCR3. 
 
 En la mayoría de los estudios se ha observado un incremento de estas quimioquinas en 
suero e hígado de pacientes infectados por VHC, aunque su localización celular, 
determinada por inmunohistoquímica, ha variado en los diferentes estudios. 
 
6.3.- IMPORTANCIA DE LAS QUIMIOQUINAS EN LA RESPUESTA INMUNE 
ESPECIFICA 
 
 Las citoquinas de la respuesta inmune innata son los inductores más potentes de las 
quimioquinas inflamatorias. Los interferones tipo I, TNF alfa e IL-10 estimulan la 
expresión de CCL3, CCL4 y CCL5 
222, 223, 224
, que se unen a los receptores de 
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quimioquinas CCR5 y CCR1, presentes en las células T activadas. Por otro lado, los 
interferones tipo II inducen la expresión de CXCL9 y CXCL10, que se unen a CXCR3, 
presente en células T activadas y NK 
225
. Todo ello permite la migración hacia el órgano 
infectado de una respuesta inmune específica tipo Th1/Tc1, efectiva para el 
aclaramiento viral. Los linfocitos B también expresan CXCR5 que, en presencia de su 
ligando CXCL13 estimulan la migración de dichas células a los folículos linfoides
226
. 
 
Las células T reguladoras, que también participan en la modulación de la respuesta 
inmune específica, expresan en ganglio linfático y sangre periférica CCR4, CCR5 y 
CCR6, mientras que en hígado expresan CXCR3 y, en algunas situaciones, CXCR6 y 
CCR10 
227
. 
 
Durante el proceso de activación de las células T virus-específicas presentan diferentes 
fenotipos con diferentes capacidades. Estos fenotipos se caracterizan por la distinta 
expresión de CCR7. La célula naive expresa CCR7 lo que le permite migrar al ganglio 
linfoide. Tras su activación pasa a célula efectora perdiendo la expresión de CCR7. Sin 
embargo alguna de estas células recupera la expresión de CCR7, formándose un 
reservorio de células T de memoria central CCR7+, que circulan a través de los tejidos 
linfoides, y están preparadas para responder rápidamente ante el encuentro con el 
antígeno
228
. El receptor de quimioquinas CCR7 tiene propiedades reguladoras, siendo 
necesaria su presencia para la migración de las células efectoras fuera del tejido durante 
la resolución de la infección
229
. 
 Por tanto las quimioquinas son esenciales para el inicio, mantenimiento y resolución de 
la respuesta inmune, siendo fundamentales en la patogenia de la infección por VHC. 
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7.- MECANISMOS DEL VHC PARA EVADIR LA RESPUESTA INMUNE 
 
 Más de 500 millones de personas en el mundo presentan infección crónica por VHB 
y/o VHC , encontrándose en riesgo de desarrollar enfermedad hepática crónica, cirrosis 
y cáncer hepático. 
 
 Ambos virus se transmiten vía parenteral, sexual y perinatal. Aunque los dos inducen el 
daño hepático agudo y crónico por un mecanismo inmune, la historia natural y el 
pronóstico difiere mucho entre ellos, de modo que la infección por VHB presenta un 
bajo riesgo de cronificación cuando se adquiere en la edad adulta
230
, mientras que el 
VHC se cronifica en el 75-80% de los adultos infectados
22
. 
 
 En los últimos años, gracias a la posibilidad de utilizar modelos animales y la 
existencia de otros virus con características similares al VHB y VHC 
231, 232
, se ha 
avanzado mucho en el conocimiento de la patogenia de estas infecciones. 
 
 Así, aunque tanto el VHB como el VHC son virus hepatotropos, que inducen la 
aparición de enfermedad hepática aguda y crónica, ambos virus difieren marcadamente 
en el modo en que interactúan con el sistema inmune del huésped, lo cual se traduce en 
que la infección por VHB se controle en la mayoría de los pacientes infectados en la 
edad adulta (siendo mucho mayor el riesgo de cronificación en neonatos, que aún no 
han desarrollado completamente su sistema inmune), mientras que la infección por 
VHC presenta un alto índice de cronificación, condicionado por la interferencia del 
virus con el sistema inmune del huésped a varios niveles 
233-268 
(FIGURA 7).).233234235236 237136 238239240241242 243 244 245 246, 247, 248, 249 250 251  252 253,  254,  255,  256 257 258 259 260,  261,  262 263 
264
  
265266 267268
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FIGURA 7.- Mecanismos de interferencia del VHC con el sistema inmune del huésped 
 
a.- Respuesta innata: Se ha observado que los niveles intrahepáticos de IFN tipo I no se correlacionan con 
el pronóstico de la infección, indicando que el VHC no es sensible a estos IFN in vivo. 
 Estudios in vitro muestran que las NK de pacientes sanos pueden ser inhibidas  por altas concentraciones 
de proteína E2 del VHC y que las NK de pacientes infectados están alteradas en su capacidad de 
producción de citoquinas y activación de CD 
b.- Respuesta adaptativa: Existe un escape viral a través de mutaciones en epítopos de las células T y B. 
La respuesta humoral aparece tarde tras la infección y no protege frente a reinfecciones.  
Las células T VHC-específicas están menos diferenciadas que las células T específicas frente a otros 
patógenos y parecen tener alteradas sus funciones efectoras. Dicha alteración podría estar influida por una 
menor activación celular secundaria a una alteración del funcionamiento de las CD e inhibición de 
macrófagos, CD y células T mediante la unión de la proteína del core al receptor C1q del complemento 
Además se han detectado recientemente en pacientes con infección por VHC células T periféricas CD4+ 
CD25+ (Células T reguladoras) y las células T CD8+ productoras de IL10, ambas con funciones 
reguladoras, cuyo papel en la cronificación aún no esta completamente aclarado. 
 Por último, a pesar de la existencia precoz de niveles altos de virus, las células T VHC-específicas 
aparecen tardíamente, lo que podría indicar una alteración en la migración de estas células determinada 
por el virus 
CXCR: Receptor de CXC; FOXP3, forkhead box P3: NKG2A, NK grupo 2; TCR: receptor de células T; 
TGF-β, transforming growth factor-β. 
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 Muchos de estos mecanismos  de evasión de la respuesta inmune vienen mediados por 
proteínas del virus. La alteración de la respuesta inmune mediada por el VHC se 
produce a distintos niveles: 
 
7.1.- Alteración de la respuesta innata 
 
 Producción de IFN tipo I. 
 Se ha observado in-vitro que el VHC es capaz de bloquear la producción de IFN tipo I 
(alfa y beta). Sin embargo, in vivo, el VHC es un buen inductor de la expresión de estos 
interferones, probablemente por tratarse de un virus que replica vía intermediarios 
formados por dsRNA. Estos intermediarios activan el aparato celular dsRNA sensible, 
induciendo la expresión de interferones tipo I, que están muy aumentados durante las 
primeras fases de la infección, si bien el virus parece desarrollar resistencia a los 
mismos, a través de varios mecanismos:  
1. Inducción por proteínas del virus (NS5A) de la expresión de IL-8 que inhibe 
la acción del IFN alfa 
269
 
2.  Bloqueo de la señalización de TLR-3 por la proteína NS3/4A del VHC 270 
3. Inhibición de proteinkinasas mediada por E2 y NS5A. 
 
 Bloqueo de las células NK y NKT 
 Las células NK y NKT desempeñan un papel central en la respuesta inmune frente a 
distintos virus (p.e. citomegalovirus murino), desarrollando su actividad por 
mecanismos citotóxicos directos no restringidos por HLA y mediante la producción de 
citoquinas tipo I (interferon gamma)
270
. 
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 Además las NK y NKT actúan regulando la maduración de las CD, fundamentales en el 
desarrollo de respuesta Th1/Tc1, necesaria para el aclaramiento del virus. 
 
 Sin embargo, en la infección por VHC estas células no parecen jugar un papel 
importante
270,  271
, probablemente por la capacidad del virus de bloquear las funciones de 
estas células a través de diferentes mecanismos. Así, por ejemplo, se ha observado que 
la interacción de la proteína E2 del VHC y la molécula CD81 de la NK bloquearían la 
activación de dicha célula, que no produciría IFN gamma, ni desarrollaría su función 
citolítica y de maduración de las CD
238,239,272
. In vitro se ha observado que varias 
proteínas virales (core, NS4A, NS4B, NS5A) pueden inducir la secreción de 
quimioquinas 
273, 274,
 
275
, algunas de las cuales podrían facilitar la evasión viral. 
 
 Se ha observado que la infección por VHC estimula la producción de CXCL8 en las 
células estrelladas, hepatocitos, macrófagos y células endoteliales 
276, 277,
 
278
 y que los 
niveles elevados de CXCL8 inhiben la actividad antiviral del interferón 
279
. 
 
 Por otro lado, se ha observado una disminución de NKT en sangre periférica de 
pacientes infectados por VHC
280
. Estas células parecen preactivadas en estos 
pacientes
281
, aunque no se conoce aún con exactitud su papel en la infección por VHC. 
 
 Alteración del funcionamiento de las células dendríticas. 
La secreción de quimioquinas por las células de Kupffer y los hepatocitos infectados 
estimula el reclutamiento de CD inmaduras que, a nivel del hígado, se activan, captan el 
antígeno viral y migran, vía espacio de Disse y tracto portal, a los ganglios linfáticos, 
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para activar allí la inmunidad específica
282
. Los receptores de quimioquinas que regulan 
el reclutamiento de CD inmaduras son CCR2, CCR5 y CXCR3
136
. 
 
 Dichas CD secretan IFN tipo I, TNF-alfa, CCL3, CCL4 y CXCL10 e inducen la 
secreción de CCL2 por otras células, lo cual estimula el reclutamiento de leucocitos 
283
. 
 
 En la infección por VHC existe una alteración en el funcionamiento de las células 
dendríticas, muy importantes en el desarrollo de la respuesta inmune. 
 
 Así, se ha observado una disminución en la producción de IFN alfa por las pCD en 
pacientes infectados crónicamente por el VHC
284
, tras la estimulación con ligandos de 
TLR-9, así como una disminución en la producción de IL-12 por las mCD ante estímulos 
como CD40L o RMI (I:C) 
285
. Este cambio en el patrón de citoquinas, inducido por el 
virus, podría explicar un cambio de respuesta Th1 a Th2, ineficaz para eliminar el virus 
286
. 
 
 Los mecanismos por los que el virus induciría estas alteraciones no se conocen con 
exactitud, si bien se ha descrito que proteínas estructurales del VHC podrían interactuar 
con el TLR-2 de los monocitos/macrófagos, induciendo la producción de IL-10, que 
finalmente inhibe la producción de IL-12 en las mCD e IFN-alfa en las pCD
287
. Por otro 
lado, se ha visto que la infección viral induce la secreción de CCL5 mediante la unión 
del VHC-E2 a CD81, que atrae CD inmaduras CCR5+ al hígado, secuestrándolas allí, 
impidiendo la migración de las CD a los ganglios y, por tanto, retrasando el desarrollo 
de una respuesta inmune eficaz en la fase inicial (crucial) de la infección 
288
. 
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7.2.- Alteración de la respuesta inmune especifica 
 
Los linfocitos T citotóxicos (LTC) virus específicos y las células T CD4 colaboradoras 
tienen un papel central efector y regulador de la respuesta inmune contra el VHC. 
 
 Las células T CD4+ específicas desempeñan un papel fundamental al aportar la ayuda 
necesaria para la activación de la respuesta citotóxica y humoral. 
Las células T CD4 específicas secretan citoquinas tipo Th1 (p.e. IFN gamma), que 
favorecen el reclutamiento de neutrófilos y macrófagos, produciendo una respuesta 
inflamatoria. También pueden producir citoquinas Th2 (p.e. IL-4 e IL- 10), que 
favorecen el desarrollo de la respuesta humoral 
289
. 
 
 Cuando se desarrolla una respuesta T CD4 multiespecífica, vigorosa y mantenida, de 
tipo Th1 se tiende a la resolución de la infección 
290, 291,
 
292
, mientras que la aparición de 
una respuesta T CD4 específica débil, reducida a pocas especificidades, facilita la 
cronificación de la infección 
293, 294
. 
 
 Los LTC CD8+ eliminan el virus por mecanismos citolíticos (apoptosis) y no citolíticos 
(mediados por citoquinas tipo I como IFN gamma y TNF alfa) 
295
. En la infección 
crónica por VHC se observa una respuesta escasa y débil de estas células, que presentan 
características anérgicas, con poca capacidad de expresar estas citoquinas y de proliferar 
tras el encuentro antigénico
296
. 
 
 Dicha alteración de la respuesta inmune específica en los pacientes infectados 
crónicamente por VHC puede venir regulada a distintos niveles: 
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- Así, se ha observado que la interacción de la proteína del core del VHC con el 
receptor C1q de las células T disminuye la producción de IL-2 por las 
mismas
297
, lo que altera la expresión y maduración celular y la producción de 
IFN gamma
298
. 
 
- Por otro lado la intensa estimulación del receptor de la célula T en la infección 
persistente conduce a la sobreexpresión de la molécula coestimuladora negativa 
PD-1, que favorece el desarrollo de anergia celular
299
 
300
 
301
. 
 
- También influye que la infección por VHC produce una inadecuada activación 
por las CPA, en el contexto de expresión de citoquinas tipo Th2/Tc2
302
. 
 
- Además, en pacientes infectados crónicamente por VHC, se ha demostrado la 
existencia en el hígado de células T reguladoras CD8 + CCR7 -, que inhiben la 
acción de las células T CD8 VHC específicas, de manera directa o mediante la 
producción de IL-10 y TGF-303 304, 305. 
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8.- PAPEL DE LAS QUIMIOQUINAS Y SUS RECEPTORES EN EL 
ACLARAMIENTO O CRONIFICACIÓN DEL VIRUS. 
 
 Tras la infección por VHC la respuesta inmune del huésped no consigue eliminar el 
virus en la mayoría de los pacientes, reclutándose una población de células T no 
específicas que no son capaces de aclarar el virus, pero son responsables de favorecer el 
daño crónico asociado a esta infección  
 
 El desarrollo de esta respuesta inmune viene controlado por las quimioquinas, que son 
citoquinas quimiotácticas, secretadas por las células infectadas, que interactúan con sus 
receptores específicos, expresados en las diferentes células del sistema inmune
144
. 
 
 La importancia de esta interacción se ha demostrado en modelos experimentales de 
virus influenza, en el que la célula CD8+ citotóxica específica que no expresaba 
receptores de quimioquinas asociados a respuesta Tc1 no era capaz de alcanzar el sitio 
de la infección, mientras que las que sí expresaban dichos receptores controlaban la 
infección sin producir daño hepático (FIGURA 8) 
306
. 
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 Por otro lado, se ha demostrado que determinadas quimioquinas y sus receptores 
pueden estar relacionados con el daño hepático persistente (FIGURA 9)
307
. En un 
modelo murino de enfermedad injerto contra huésped, el hígado se infiltra por células 
mononucleares CCR5+ que provocan la muerte del ratón. Sin embargo, el bloqueo de la 
migración de las células CCR5+ mediante anticuerpos contra este receptor evitaba la 
migración de las células mononucleares al parénquima hepático y permitía la 
supervivencia del huésped. 
 
FIGURA 8: Es necesaria una 
adecuada quimiotaxis para 
control de la infección 
 Células T citotóxicas específicas 
funcionalmente activas in vitro no 
son capaces de controlar la 
infección si no expresan los 
receptores de quimioquinas 
necesarios para alcanzar el 
parénquima infectado. 
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FIGURA 9: La atracción de células T no específicas causa daño hepático. 
 En un modelo animal de enfermedad de injerto contra huésped el hígado esta infiltrado por células T 
CCR5 +, causantes del daño hepático. Este proceso se puede bloquear usando anticuerpos monoclonales 
anti-CCR5. 
 
 
 
 Por tanto, las quimioquinas y sus receptores desarrollan un importante papel en el 
aclaramiento viral y en el desarrollo de inflamación crónica tisular 
308
 . 
 En la hepatitis crónica VHC se ha estudiado el perfil de expresión de las diferentes 
quimioquinas, habiéndose demostrado un aumento de los niveles de quimioquinas 
asociadas a respuesta Th1, como CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (ligandos de CXCR3), 
CCL3, CCL4 y CCL5 (ligandos de CCR5) y CXCL6 (ligando de CXCR6)
175, 186 , 309-312
 309 310 
311
 
312 (FIGURA 10). 
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FIGURA 10: Expresión de quimoquinas y receptores de quimioquinas en el hígado normal, hígado 
inflamado por VHC y en carcinoma hepatocelular. 
 
Localización anatómica de las quimioquinas y sus receptores, basado en análisis inmunohistoquímico de 
los patrones de expresión de quimioquinas y en tinción con inmunofluorescencia. Cada quimioquina y su 
receptor son marcados con un color 
 
A, arteria; BD: células del epitelio biliar; CV: vena central; H: hepatocitos; LIL: linfocitos intrahepáticos; 
N: área necrótica; PT: tractos portales; PV: vena porta; SE: endotelio sinusoidal; TC: células tumorales; 
TIL: linfocitos infiltrantes tumor; TS: tejido peritumoral; 
 
 +, indica que hasta el 30% de los linfocitos intrahepáticos expresaron el receptor; 
 ++, indica que el 30-60% de los linfocitos intrahepáticos expresaron el receptor; 
 +++, indica que más del 60% de los linfocitos intrahepáticos expresaron el receptor. 
 
 
 La expresión de estas quimioquinas parece ser inducida por determinadas proteínas del 
VHC, como la proteína del core y NS5A
313
, aunque existen datos contradictorios
314
. 
 
 El aumento de los niveles de estas quimioquinas favorecerían la migración al hígado de 
células T con fenotipo Th1/Tc1, que expresan sus receptores específicos (CCR5 y 
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CXCR3), facilitando el aclaramiento viral (FIGURA 11). CCR5 reclutará los linfocitos 
al tracto portal, mientras que CXCR3 lo hará al parénquima vía sinusoidal
315 , 316, 317,
 
318
. 
 Por tanto estos receptores (CCR5 y CXCR3) podrían desempeñar un importante papel 
tanto en el aclaramiento viral en la fase aguda, mediado por respuesta Tc1 virus 
específica, como en el daño hepático progresivo durante la fase crónica, secundario al 
reclutamiento de un infiltrado inflamatorio no específico incapaz de eliminar el virus. 
 
 
 
FIGURA 11: Quimioquinas y receptores de quimioquinas relacionados con la patogénesis del VHC. 
 En la hepatitis crónica VHC, las quimioquinas intrahepáticas reclutan células Th1/Tc1 que expresan 
CCR5 y CXCR3. 
 
 Este diferente efecto de las mismas quimioquinas en las fases aguda o crónica de la 
infección se ha observado en otros modelos animales, como en la infección por el virus 
de la leucoencefalitis murina, en el que las mismas quimioquinas inducen aclaramiento 
viral en la fase aguda de la infección, a través de una atracción de células efectoras al 
sistema nervioso central (SNC), mientras que en la fase crónica de la enfermedad atraen 
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células inflamatorias a los sitios de persistencia viral, que originan una destrucción de la 
mielina
319
. 
 
 Así, en la mayoría de los pacientes infectados por VHC, la respuesta inmune específica 
no es capaz de eliminarlo, por la capacidad que tiene el VHC para evadir la respuesta 
inmune por varios mecanismos, como se ha descrito previamente. Uno de estos 
mecanismos podría ser una alteración, mediada por el virus, de la expresión de los 
receptores asociados a respuesta Th1/Tc1, lo cual, por un lado evitaría la eliminación 
del virus y por otro, disminuiría el daño hepático producido por el infiltrado 
inflamatorio crónico no específico, ya que, cuando la respuesta inmune no es capaz de 
controlar la replicación viral, se mantiene la atracción hacia el hígado de un infiltrado 
inflamatorio no específico, que no es capaz de aclarar el virus, pero origina un daño 
hepático persistente de baja intensidad
320
 (FIGURA 12).  
 Dicha alteración en la expresión de receptores de quimioquinas podría venir mediada, 
al igual que sucede en otros virus similares como el GB virus C, por un aumento de sus 
ligandos específicos, estimulada por el virus. Así se ha demostrado que la proteína E2 
del VHC, tras unirse al receptor CD81 induce la secreción de CCR5 por las células 
CD8+. Además en el hígado infectado se secretan quimioquinas, inducidas por IFN 
gamma, como CXCL9 y CXCL10, que estimulan la migración de células 
mononucleares no específicas al hígado, habiéndose demostrado correlación entre la 
expresión de estas citoquinas y sus receptores con el daño histológico
¡Error! Marcador no 
definido.
. 
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FIGURA 12: Diferencias en la respuesta entre infección por VHC resuelta y persistente. 
 En la infección resuelta los linfocitos T citotóxicos específicos migran rápidamente al hígado infectado, 
atraídos por las quimioquinas producidas por los hepatocitos, controlando la infección sin producir daño 
hepático. 
 En la infección persistente la migración de las células T está alterada, lo cual impide el aclaramiento 
viral. Durante la fase crónica, la persistencia del VHC en el hígado, estimula la producción de 
determinadas citoquinas, que atraen células mononucleares no específicas al hígado, responsables del 
daño crónico. 
 
 
 
 
 
 El VHC podría bloquear la acción de estas quimioquinas, entorpeciendo la respuesta 
inmune específica (causante del aclaramiento viral) y no específica (origen del daño 
hepático progresivo), lo cual, por un lado favorecería la persistencia del virus y, por 
otro, disminuiría la velocidad de progresión del daño hepático
321
. 
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 Según este planteamiento, una caída en la carga viral inducida por el tratamiento podría 
producir un aumento de células T que expresan estos receptores, así como una 
disminución de sus ligandos específicos, pudiendo ser más significativos estos cambios 
en los pacientes en que se consiga una respuesta virológica sostenida tras el tratamiento 
antiviral. 
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9.- CITOQUINAS Y DAÑO HEPÁTICO 
 
 Cuando la respuesta inmune específica no es capaz de controlar la replicación viral se 
produce la atracción de un infiltrado inflamatorio intrahepático no específico, 
responsable del daño hepático.  
 
 En el hígado infectado se secretan quimioquinas inducidas por IFN-gamma, como 
CXCL9 y CXCL10, que estimulan la migración de células mononucleares no 
específicas al hígado. Estas células son incapaces de controlar la infección, pero 
mantienen un daño hepático persistente de baja intensidad. 
 
 Finalmente la inflamación mantenida induce mecanismos regerativos del parénquima 
hepático. En este proceso influyen diversos factores, entre los que se encuentran 
citoquinas como IL-6, TNF-alfa, TGF-alfa, factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y 
factor de crecimiento epitelial (EGF). Estos factores inducen la activación de factores de 
transcripción, como NF-kb, STAT3, Ap-1y C/EBP, que inician la cascada de expresión 
de genes que conducen a la proliferación hepatocitaria
322
.  
 La inflamación persistente también provoca la activación de células estrelladas, 
miofibroblastos y fibroblastos, que inician la producción y depósito de colágeno, 
laminina, fibronectina y proteoglicanos, que favorecen el desarrollo de fibrosis hepática.  
 
La activación de estas células está regulada por citoquinas proinflamatorias, como TGF 
beta, IL-6, TNF alfa, CCL21 y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 
entre otros
323
. Finalmente se produce una disregulación del proceso de regeneración 
hepática, que conduce al desarrollo de cirrosis hepática. 
 53 
III.- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS. 
 
 
Basándonos en el proceso inductivo comentado en el capítulo anterior, 
planteamos las siguientes hipótesis: 
 
 
Hipótesis. 
 
1. El virus de la hepatitis C (VHC) podría alterar el funcionamiento de la 
respuesta inmune citotóxica durante la infección persistente, mediante una disminución 
en la expresión en sangre periférica de receptores de quimioquinas asociados a respuesta 
Tc1 (CCR5 y CXCR3), lo cual disminuiría la capacidad migratoria de las células T 
CD8+ hacia el hígado, facilitando la supervivencia del huésped. 
 
 
 
2. Uno de los mecanismos del tratamiento antiviral para lograr una 
respuesta virológica sostenida en los pacientes tratados podría ser la reversión de este 
fenómeno, aumentando la expresión de estas células (CCR5
elevada
 y CXCR3
elevada
) en 
sangre periférica, lo cual recuperaría la capacidad migratoria de las células citotóxicas y 
la llegada de una respuesta específica que permitiría eliminar el virus. 
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Para contrastar la validez de estas hipótesis trazamos los siguientes objetivos de 
estudio: 
 
Objetivos específicos 
 
1. Comparar de la frecuencia de células CD8+  CCR5elevado y CXCR3elevado 
en sangre periférica de pacientes con hepatitis crónica por VHC y controles sanos. 
 
2. Valorar la importancia de las células T CD8+ con expresión de 
receptores de quimioquinas asociados a respuesta Tc1 en el desarrollo de daño hepático 
en la infección por virus de la hepatitis C. Para ello: 
 
A.- Valoraremos la frecuencia de células CD8+ con expresión de los 
receptores de quimioquinas CCR5 (CCR5
elevado
) y CXCR3 
(CXCR3
elevado
) a nivel intrahepático en los pacientes con hepatitis crónica 
por VHC, comparándolas con su frecuencia en sangre. 
 
B.- Correlacionaremos la frecuencia de dichas células (CCR5
elevado
 y 
CXCR3
elevado
) a nivel hepático con el grado de inflamación y fibrosis 
hepática en los pacientes con hepatitis crónica por VHC.  
 
3. Analizar las modificaciones en la concentración sérica de CXCL10 
(ligando de CXCR3) y CCL5 (ligando de CCR5) a lo largo del tratamiento antiviral, 
correlacionando sus niveles con: 
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a.- La carga viral del VHC. 
 
b.- El grado de expresión de CXCR3 y CCR5 en las células CD8+ de sangre 
periférica. 
 
4. Cuantificar la frecuencia de células CD8 CCR5elevado y CXCR3elevado en 
sangre periférica de forma longitudinal a lo largo del tratamiento con Interferón 
pegilado y Ribavirina, correlacionando las variaciones en la frecuencia de dichas células 
con el desarrollo de respuesta virológica sostenida tras el tratamiento antiviral. 
 
5. Analizar el valor predictivo de la variación de la frecuencia de células 
CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado 
durante el tratamiento para pronosticar el desarrollo de 
respuesta virológica sostenida. 
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IV. DISEÑO, MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
1.- AMBITO DEL ESTUDIO. 
 Los casos se recogieron de forma consecutiva en las consultas externas de atención 
especializada del Servicio de Aparato Digestivo del Hospital Universitario de 
Guadalajara. Los pacientes se reclutaron entre los meses de marzo de 2003 y Diciembre 
de 2004. 
 
2.- SELECCIÓN DE LOS SUJETOS DEL ESTUDIO. 
 
Criterios de admisión en el estudio. 
Durante el periodo del estudio se eligieron mediante muestreo consecutivo los 
pacientes remitidos con el diagnóstico de infección crónica por el VHC que cumplían 
con los siguientes criterios de inclusión y exclusión: 
 
 Criterios de inclusión: 
- Edad entre 18 y 65 años. 
- Persistencia de RNA frente a VHC positivo durante más de seis meses.  
- Transaminasas persistentemente elevadas durante al menos 6 meses antes de 
ser admitidos en el estudio. 
- Genotipo 1 
 
 Criterios de exclusión: 
- Transaminasas normales 
- Genotipo no-1 
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-  Tratamiento antiviral actual o previo. Estos casos fueron excluidos por el 
efecto que pueda ejercer dicho tratamiento sobre el equilibrio entre la 
respuesta celular citotóxica y la infección viral. 
- Datos clínicos de descompensación hepática, definida por una concentración 
de bilirrubina sérica elevada (2.5 veces sobre el límite de normalidad), un 
tiempo de protrombina alargado mas de tres segundos y una concentración de 
albumina sérica inferior a 3 g/dL o historia clínica de ascitis, varices o 
encefalopatía. 
- Consumo de mas de 20 g. de etanol al día. Los sujetos con consumo elevado 
de etanol se excluyeron porque el posible daño hepático generado por el 
etanol podría confundir el grado de inflamación hepática debido al VHC. 
- Presencia de otras causas de hepatopatía crónica, realizándose un screening 
para descartar otras patologías (fármacos, hemocromatosis, hepatitis 
autoinmune, cirrosis biliar primaria, enfermedad de Wilson...). 
- Coinfección por otros virus hepatotropos.  
- Inmunodepresión primaria o secundaria. Estos pacientes no entraron en el 
estudio por las posibles consecuencias de la inmunodepresión sobre la 
respuesta citotóxica.  Por tanto también se excluyeron los pacientes infectados 
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). 
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3.- PACIENTES, MATERIAL Y MÉTODOS EXPERIMENTALES. 
 
 
3.1.-  Sujetos seleccionados para el estudio. 
 
 
 Entre marzo de 2003 y diciembre de 2004 se incluyeron a 30 pacientes consecutivos 
diagnosticados de hepatitis crónica por VHC en el servicio de aparato Digestivo del 
Hospital Universitario de Guadalajara que cumplían los criterios de admisión en el 
estudio. Además de los pacientes problema del estudio se seleccionó como control 
interno negativo a un grupo de 21 sujetos sanos con RNA-VHC negativo y 
transaminasas normales, de similares características demográficas a los casos.  
 
 
 De los 30 pacientes diagnosticados de hepatitis VHC, en diecisiete se realizó una 
biopsia hepática al inicio del estudio. De ellos, catorce enfermos realizaron terapia 
antiviral combinada con PEG-interferon alfa 2b (1,5ug/Kg) más Ribavirina ajustada al 
peso (600-1200 mg/día). 
 
 
 De los catorce pacientes tratados, 11 completaron 48 semanas de tratamiento, mientras 
que en los otros 3 se interrumpió el tratamiento a las 24 semanas debido a persistencia 
de RNA positivo frente al VHC en ese momento. 
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 Las características clínicas, inmunológicas y virológicas de estos cuatro grupos se 
describen en la tabla II. 
 
 
Hepatitis crónica C  
(n = 30) 
Controles sanos 
(n = 21) 
Sexo masculino (%)  69 % 65 % 
Edad (años)   41 (7.50) 38 (8.89) 
Tiempo de evolución (años)  17.91 (8.46) - 
ALT (IU/L)   89 (61) 22.50 (10) 
Carga viral (copias/mL)
a
   2.29 x 10
6
 (4.74 x 10
6
) - 
Genotipo 1 (%)  100 % - 
Respuesta a tratamiento 
(nº/pacientes tratados) 
   
 RFT 11/14 - 
 Recidiva tras tratamiento 4/14 - 
 
RVS
 
7/14 - 
Los datos se expresan como número de pacientes (n), porcentaje (%) o media más desviación standard 
(SD) excepto para la carga viral y ALT que se expresan como mediana más rango intercuartil (IQR), ya 
que estas variables no siguen una distribución normal. 
a
 El RNA viral se cuantificó mediante ―branched 
DNA assay‖. 
 
Se consideró respuesta virológica sostenida (RVS) la persistencia de viremia no 
detectable y transaminasas normales 6 meses después de finalizar el tratamiento. En 
base a estos criterios, de los 11 pacientes que completaron 48 semanas de tratamiento, 
en 7 se alcanzó una RVS, mientras que los otros 4 presentaron recidiva tras la 
suspensión del tratamiento a pesar de haber presentado respuesta virológica al final del 
mismo (relapser). 
TABLA II 
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3.2.- Recogida y procesamiento de muestras y datos clinicos 
  
 A todos los sujetos admitidos en el estudio se les recogieron durante la visita clínica los 
datos de interés por medio de un cuestionario normalizado, realizando los controles 
analíticos habituales en el seguimiento de estos pacientes, incluyendo determinaciones 
periódicas de viremia frente al VHC. Además, al inicio del estudio y tras 12 y 24 
semanas de tratamiento antiviral se extrajeron muestras de sangre heparinizada y no 
heparinizadaa, mediante técnica de venopunción estándar, para analizar la expresión de 
receptores de quimioquinas en linfocitos de sangre periférica y medición de las 
concentraciones séricas de quimioquinas.  
 
 
3.2.1.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE 
 
 Las muestras de sangre heparinizada se utilizaban para la obtención de células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) mediante gradiente de ficol-hypaque 
(Amersan-Pharmacia Biotech AP, Upsala, Suecia).  
 
 Para ello, en un tubo de 15 mL se ponía un tercio de ficol-hypaque y dos tercios de 
sangre heparinizada. La sangre se dejaba caer con suavidad para evitar que se mezclaran 
ambos fluidos. El tubo se centrifugaba a 1000 g durante 20 minutos sin freno.  
 
 A continuación se extraía con una pipeta la capa de CMSP situada entre el ficol-
hypaque y el plasma. Las CMSP eran lavadas dos veces con solución de lavado para 
eliminar el ficol-hypaque que quedara. 
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 Finalmente las células eran contadas con una cámara de Neubauer en un microscopio 
óptico tras tinción con azul tripan. Habitualmente se obtenían entre 10-15 x 10
6
 CMSP a 
partir de 10 mL de sangre.  
 
3.2.2.- PROCESAMIENTO DE LA BIOPSIA HEPÁTICA 
 
 En los pacientes a los que se realizó biopsia hepática para estudio histológico se 
procesó un fragmento, no necesario para el diagnóstico, para análisis de receptores de 
quimioquinas en los linfocitos intrahepáticos (LIH)
324
. Para ello, el tejido hepático se 
lavó en RPMI 1640 con 1% de FCS (Gibco, Les Ullis, Francia) para eliminar la sangre 
―contaminante‖.  Posteriormente se añadió colagenasa-I (1 mg/mL; Sigma Chemical 
Co, Saint Louis, MO) y DNA-asa (25ug/mL; Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO) 
para digerir el tejido. A partir de la suspensión celular obtenida se obtuvieron los 
linfocitos intrahepáticos  mediante un gradiente de Ficoll-hypaque.  
 
 Los linfocitos intrahepáticos y linfocitos de sangre periférica fueron analizados 
inmediatamente. Algunos autores han descrito que el aislamiento de linfocitos mediante 
gradiente de Ficoll-Hypaque produce una disminución en la tinción de los receptores de 
quimioquinas
325,
 
326
. En estudios realizados en nuestro laboratorio, comparando la 
determinación de receptores de quimioquinas mediante tinción directa y después de 
separación mediante gradiente de ficol-hypaque, observamos una reducción de un 5-
10% para la tinción del CCR5, pero no en la determinación de CXCR3. Sin embargo 
esto no debería afectar a los análisis comparativos realizados en este estudio, ya que 
todas las muestras de sangre e hígado estudiadas fueron separadas mediante esta 
técnica. 
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3.2.3.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES DE 
QUIMIOQUINAS CCR5 Y CXCR3 
 
  Se incubaron 0,2 x 10
6
 linfocitos de sangre periférica o un número variable de 
linfocitos intrahepáticos (>0,05 x 10
6
) durante 30 minutos a 4º C con concentraciones 
saturantes de CD8-Pe (Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO), para identificar las 
células CD8+, y anticuerpos IgG2a CCR5-Cy5 (Pharmigen BD, san Jose CA) o IgG1 
CXCR3-FITC (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN).  
 
 Posteriormente se lavaron las células y se analizaron inmediatamente en un Citómetro 
de Flujo FACS Becton-Dickinson utilizando CellQuest
TM
 software (Becton-Dickinson, 
San Jose CA).  
 
Se utilizaron controles isotípicos (ratón IgG1  y ratón IgG2a  (Becton-Dickinson, San 
Jose, CA) para definir el punto de intensidad de fluorescencia a partir del que considerar 
positiva la tinción para CCR5-Cy5 y CXCR3-FITC. 
 
 Una intensidad de fluorescencia para CCR5-Cy5 y CXCR3-FITC superior a 40 U se 
consideró una alta expresión de estos receptores en base a la tinción del control 
isotípico. A estas células con elevada intensidad de fluorescencia las denominaremos a 
partir de ahora CCR5 
elevado
 o CXCR3 
elevado
. 
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3.2.4.- MEDICION DE CXCL10 y CCL3 EN SUERO 
 Se obtuvieron muestras de sangre no heparinizada de los pacientes al inicio y tras 12 y 
24 semanas de tratamiento antiviral, para medir la concentración de CXCL10 y CCL3 
en suero mediante técnica de ELISA (Biosurce, Camarillo, CA). Las muestras de suero 
obtenidas se congelaron inmediatamente hasta que se realizó el análisis. El ELISA se 
realizó según la técnica habitual descrita por el fabricante. 
 
3.2.5.- ANÁLISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO DE 
LAS BIOPSIAS 
 Se consideraron válidas aquellas biopsias que contenían al menos 5 espacios porta, y se 
valoró en ellas el grado de fibrosis e inflamación hepática. Las muestras obtenidas se 
analizaron por un único patólogo, estratificándolas según el índice de Scheuer
327
 
(TABLA III). 
Actividad porto-periportal: 
0 
1 
2 
3 
4 
 
Ninguna 
Inflamación portal 
Piecemeal necrosis leve 
Piecemeal necrosis moderada 
Piecemeal necrosis severa 
Actividad lobular 
0 
1 
2 
3 
4 
 
Ninguna 
Inflamación sin necrosis 
Necrosis focal o cuerpos acidófilos 
Daño celular focal severo 
Necrosis en puentes 
Fibrosis 
0 
1 
2 
3 
4 
 
Ninguna 
Fibrosis portal 
Septos periportales o porto-portales, con arquitectura conservada. 
Fibrosis con distorsión de la arquitectura 
Cirrosis 
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 La distribución de las células T en el hígado se visualizó mediante inmunotinción de las 
biopsias hepáticas procesadas. 
  
 El tejido hepático se lavó con buffer citrato (pH 6) para mostrar los antígenos, 
incubándolo posteriormente con anticuerpos frente a CD8 y CD4 (DAKO, Glostrup, 
Denmark).  
 
 La detección se realizó usando un kit de immunoperoxidasa sensible (EnVision HRP 
system; DAKO, Glostrup, Denmark) con diaminobenzidina como sustrato, y las 
muestras fueron teñidas con hematoxilina. La actividad de peroxidasa endógena se 
bloqueó utilizando azida sódica y peróxido de hidrógeno. 
 
 Se calculó el número medio de células CD8 + y CD4 + en los tractos portales y áreas 
intralobulares en tres campos diferentes de X400. 
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4.- ANÁLISIS ESTADISTICO 
 
 Las variables categóricas se presentan como porcentajes. Las variables cuantitativas 
normales fueron descritas mediante su media y su desviación estándar. Las que no 
siguieron una distribución normal se resumieron mediante su mediana y amplitud 
intercuartil. 
 
 Se utilizaron para el análisis de correlación de las variables el coeficiente de Spearman 
y los test de Wilcoxon, Friedman y U de Mann-Whitney, para comparación de grupos 
relacionados e independientes. 
 
 Se calcularon curvas ROC para estimar la validez de la expresión de los receptores de 
quimioquinas para predecir respuesta virológica sostenida. Se consideró significativa 
una p < 0.05 bilateral en todas las comparaciones realizadas. 
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V. RESULTADOS. 
 
1.-EXPRESIÓN DE CCR5 
elevado 
/ CXCR3 
elevado
 EN LA POBLACIÓN DE 
CÉLULAS CD8+ INTRAHEPÁTICAS. 
 
 La mayoría de las células T intrahepáticas, tanto portales como lobulares, fueron CD8+ 
(p< 0.001 y p < 0,01, respectivamente) (Tabla IV). 
Tabla IV. Hallazgos histológicos de los pacientes con hepatitis crónica C 
 
Histología hepática
a
   
Actividad (1-4)  
Porto-periportal 
 
1.91 (0.85) 
 
 
Lobular 
 
1.66 (0.84) 
Fibrosis (1-4) 
 
 
1.51 (0.95) 
Immunohistoquímica: 
(Células CD8+ y CD4+ intrahepáticas por 400 campos)
b
 
  
Porto-periportal  
Cél. CD8+ 
Cél. CD4+ 
 
97.36 (33.82) 
37.92 (18.46) 
Lobular  
Cél. CD8+ 
Cél. CD4+ 
 
32.36 (14.79) 
7.33 (4.19) 
 
a
Indice de Scheuer. 
 
b
Las células CD8+ y CD4+ en las biopsias hepáticas se contaron mediante immunotinción utilizando 
immunoperoxidasa. Los datos se presentan como media más desviación estándar. 
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 Se comparó la frecuencia de células CD8+ intrahepáticas que expresaban CCR5 (CCR5 
elevado) y CXCR3 (CXCR3 elevado) con la expresión de dichas células en sangre periférica, 
demostrándose un marcado aumento de ambas células en el compartimento 
intrahepático. 
 
 Así, el porcentaje de CD8+/CCR5
 elevado a nivel intrahepático fue del 76,79% (IQR 
18,19), mientras que en linfocitos de sangre periférica dicho porcentaje fue del 31,46% 
(IQR 31,87) (p < 0,01) (Figura 12).  
 
 Igualmente, el porcentaje de  CD8+ / CXCR3 
elevado
 fue también mayor en los linfocitos 
intrahepáticos (73,3%; IQR 15,05) que en sangre periférica (61,03%; IQR 36,73) (p < 
0,05) (Figura 13). 
 
Figura 13. Aumento de células CD8+ CCR5
elevada 
y CXCR3
elevada 
intrahepáticas en hepatitis crónica 
C genotipo-1.  
 
 
 
(A) Diagramas de cajas mostrando el porcentaje de células CD8+ CCR5elevado y CXCR3elevado de 
sangre periférica e hígado de pacientes con muestras pareadas. 
LIH: Linfocitos intrahepáticos. 
LSP: Linfocitos sangre periférica. 
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(B): 
 
(b.1) Controles isotipicos. Los linfocitos de sangre periférica se tiñeron con anticuerpos CD8-Pe y dos 
controles isotípicos diferentes, IgG2a-Cy5 o IgG1-FITC.  
(b.2)  Linfocitos de sangre periférica e intrahepáticos de un paciente con hepatitis crónica C. Los 
linfocitos de sangre periférica e intrahepáticos se tiñeron con anticuerpos CD8-Pe y con anticuerpos 
CCR5-Cy5 o CXCR3-FITC. En el cuadrante superior derecho se representan las células doble positivas 
(CD8+/receptor de quimioquinas
elevado
).  
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. 
 
 Algunos autores han observado que la utilización de colagenasa para aislar los 
linfocitos intrahepáticos produjo una reducción significativa en la intensidad de 
fluorescencia de la tinción para CXCR3
328
 , aunque en otras publicaciones se describe la 
capacidad de estudiar la expresión de CXCR3 en células T tisulares mediante FACS, a 
pesar de utilizar colagenasa para aislar estas células 
186, 329,330
. En cualquier caso, estos 
hechos no afectan la demostración de la existencia de una mayor expresión de células 
CD8 + / CXCR3 elevado a nivel de los linfocitos intrahepáticos, en comparación con las 
células de sangre periférica, que quizás hubiera sido incluso más patente si hubiéramos 
utilizado otro método para aislar los linfocitos intrahepáticos. 
(b.3) Intensidad de fluorescencia para 
CCR5-Cy5 y CXCR3-FITC en células CD8+ 
intrahepáticas (línea gris) y sangre 
periférica (línea negra) del mismo paciente. 
  
----: Valor medio de intensidad de 
fluorescencia de CCR5-Cy5 (Mediana: 173 
unidades) y CXCR3-FITC (Mediana: 103 
unidades) en células CD8+ intrahepáticas. 
 
 ·····: Valor medio de intensidad de 
fluorescencia de CCR5-Cy5 (Mediana: 6 
unidades) y CXCR3-FITC (Mediana: 33 
unidades) en células CD8+ de sangre 
periférica. 
 
 
a
Wilcoxon test.  
LSP: linfocitos de sangre periférica. 
LIH: linfocitos intrahepáticos 
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2.- CORRELACIÓN ENTRE LA FRECUENCIA DE CÉLULAS CD8 + 
CCR5
elevado 
/CXCR3
elevado
 INTRAHEPATICAS Y LA INFLAMACIÓN 
HEPATICA 
 
 Se analizó la correlación entre la presencia de células CD8 + con expresión de CCR5 y 
CXCR3 a nivel intrahepático y el grado de inflamación y fibrosis hepática, observando 
una correlación entre la expresión de estas células a nivel intrahepático y la actividad 
porto-periportal y lobular (Figura 14), aunque no obtuvimos correlación con el grado de 
fibrosis. 
 
Figura 14. Correlación entre inflamación hepática y frecuencia de células CD8+  CCR5 y CXCR3 
intrahepáticas en hepatitis crónica genotipo-1. 
 
A: 
 
 
 
(A): Porcentaje de células CD8+ intrahepáticas expresando CCR5
elevado 
o CXCR3
elevado 
en relación 
con el grado de infllamación y fibrosis hepáticas. 
 
 
a
Coeficiente de correlación de Spearman. NS: no significativo 
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(b.1) Microfotografias representativas de la inmunotinción hepática para CD8 de dos pacientes con 
hepatitis crónica C (05 y 24) con diferentes grados de inflamación. Las células CD8 se tiñeron en 
marrón oscuro mediante immunoperoxidasa. Magnificación original x400. El paciente 05 con actividad 
lobular (AL) 1 y porto-periportal (APP) 1 mostró tinción leve, mientras que el paciente 24 con AL 3 y 
APP 3 presentó intensa tinción para CD8. b Indice de Schauer. 
 (b.2) Linfocitos intrahepáticos de estos dos pacientes después de tinción con anticuerpos CD8-Pe y  
con CCR5-Cy5 o CXCR3-FITC. En el cuadrante superior derecho se representan las células doble 
positivas (CD8+/Receptor de quimioquinas
elevado
). 
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3.- EXPRESIÓN DE CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
 EN CÉLULAS DE SANGRE 
PERIFERICA DESPUÉS DE 24 SEMANAS DE TRATAMIENTO ANTIVIRAL  
 
 
 Comparamos el número de células CD8 +  de sangre periférica que expresaban CCR5 y 
CXCR3 de controles sanos y pacientes con hepatitis crónica por VHC antes de 
tratamiento antiviral, observando una menor frecuencia de dichas células en pacientes 
con hepatitis VHC, aunque sin alcanzar significación estadística (Tabla V). 
 
 
Tabla V. Porcentaje basal de células CD8+ CCR5
elevado
/CXCR3
elevado
 en sangre periférica en 
pacientes con hepatitis crónica C y controles sanos. 
 Controles sanos Hepatitis crónica C p 
a 
Cél. CD8+/CCR5
elevado
 (%) 
 
28.30  
(IQR 21.74) 
 
 
24.51  
(IQR 28.46) 
 
NS 
Cél. CD8+/CXCR3
elevado
 (%) 
 
66,06  
(IQR 10.88) 
 
 
60,98  
(IQR 27.39) 
 
NS 
 
Los datos se expresan como mediana más rango intercuartil (IQR). 
a
Mann-Whitney U test.. NS: no significativo. 
 
 Por otro lado, cuantificamos la expresión de dichas células en los pacientes tratados con 
interferon pegilado y Ribavirina, antes de iniciar dicho tratamiento y en las semanas 12 
y 24 del mismo. 
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 Observamos un aumento de la expresión de células CD8 + / CXCR3
elevado
 a las 24 
semanas de terapia en 11 de los 14 pacientes analizados, respecto a las cifras basales, 
con un incremento medio de un 11,5% en estas células (IQR 25,92) (p < 0,01; Fig 15). 
 Asimismo observamos un aumento de la expresión de células CD8 + / CCR5
elevado
 tras 
el tratamiento en 11 de 13 pacientes analizados, con un incremento medio de un 10,25% 
en estas células respecto a las cifras basales (IQR 13,50; p < 0,05) (Figura 15).  
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4.- MODIFICACIONES EN LA CONCENTRACIÓN SÉRICA DE 
CXCL10 Y CCL3 DURANTE EL TRATAMIENTO ANTIVIRAL 
 
 Analizamos la concentración sérica de CXCL10 y CCL3 al inicio y en las semanas 12 y 
24 del tratamiento, para determinar si existía una asociación con la modificación de la 
expresión de sus receptores en las células T CD8 + de sangre periférica. 
 
 Las concentraciones séricas basales de CXCL10 y CCL3 fueron mayores en los 
pacientes con hepatitis crónica por VHC que en los controles sanos (p<0,01 y p <0,05 
respectivamente) (Tabla VI). 
 
 
Tabla VI. Porcentaje basal de células CD8+ CCR5
elevado
/CXCR3
elevado
 en sangre periférica y 
concentración sérica de CCL3/CXCL10 en pacientes con hepatitis crónica C y controles sanos. 
 
 Controles sanos Hepatitis crónica C p 
a 
CCL3 (g/mL) 
 
4.81  
(IQR 9.87) 
 
 
8.24  
(IQR 8.02) 
 
p < 0.01 
CXCL10 (g/mL) 
 
140.50 
 (IQR 103.10) 
 
 
378.77  
(IQR 153.38) 
 
p < 0.05 
 
Los datos se expresan como mediana más rango intercuartil (IQR). 
a
Mann-Whitney U test. 
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 Durante las primeras 24 semanas de tratamiento se evaluó la modificación de CCL3 y 
CXCL10 en suero. La concentración sérica de CXCL10 bajó progresivamente desde 
378,77 pg/mL al inicio (IQR 153,38) hasta 298,52 pg/mL en la semana 24 de 
tratamiento (IQR 154,45) (p < 0,05; Figura 15). 
 
 Observamos similares resultados al analizar la concentración sérica de CCL3, que 
descendió desde 8,24 pg/mL (IQR 8,02) al inicio hasta 6,70 pg/mL (IQR 4,51) en la 
semana 24 de tratamiento (p<0,05; Figura 15). 
 
 Ambos descensos se correlacionaron con el incremento en la expresión de CCR5 y 
CXCR3 en las células CD8 tras el tratamiento (Figura 15). 
 
 Cuando analizamos los resultados en la semana 12 de tratamiento antiviral, observamos 
un diferente comportamiento en la modificación de los niveles séricos de CXCL10 en 
función de la presencia o no de una posterior respuesta virológica sostenida. Así en los 
pacientes respondedores al tratamiento los niveles de CXCL10 descendieron 63,01 
pg/mL (IQR 233,45) mientras que en los no respondedores, dicho descenso fue 
solamente de 3,55 pg/mL (IQR 94,80), aunque dicha variación no alcanzó significación 
estadística. 
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Figura 15. Concentración sérica de quimioquinas y expresión de receptores de quimioquinasen las 
células CD8+ de sangre periférica durante el tratamiento anti-viral en pacientes con hepatitis 
crónica C genotipo-1.  
(A): Box-plots representando la concentración sérica de CXCL10 y CCL3 y el porcentaje de células 
CD8+ expresando CXCR3
elevado 
o CCR5
elevado 
durante las primeras 24 semanas de tratamiento. Se 
observó un descenso en la concentración sérica de CXCL10 y CCL3 durante el tratamiento, asociado a un 
incremento de las células CD8+ que expresaban CCR5 y CXCR3.  
a
Test de Friedman. o: outlier value. *: valor extremo. 
 
(B): Histogramas de intensidad de fluorescencia para CXCR3-FITC (b.1) y CCR5-Cy5 (b.2) en las 
células CD8+ de un paciente con hepatitis crónica C, antes (línea gris) y después de 24 semanas de 
tratamiento (línea negra).  
 
 
 Cuando correlacionamos las concentraciones séricas de estas quimioquinas con la carga 
viral del VHC en los diferentes momentos del estudio encontramos una correlación 
significativa entre la viremia y la concentracion de CCL3 (r = 0,47; p < 0,01) y una 
correlación positiva, aunque sin alcanzar significación, con la concentración de 
CXCL10 (r = 0,32; p = 0,076) (Figura 16). 
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Figura 16. Correlación entre la carga viral del VHC y la concentración sérica de CCL3/CXCL10. 
 
Se analizaron la relación entre la carga viral y los niveles séricos de CCL3/CXCL10 basales, y en la 
semana 12 y 24 de tratamiento, observando una correlación positiva, estadísticamente significativa, entre 
los niveles séricos de CCL3 y la carga viral, existiendo asimismo una correlación positiva, aunque sin 
alcanzar significación, con los niveles de CXCL10. 
 
 
a
Coeficiente de correlación de Spearman. NS: no significativo.  
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5.- CORRELACIÓN ENTRE EL GRADO DE EXPRESIÓN DE 
RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS EN LAS CÉLULAS T CD8 + Y 
RESPUESTA VIROLÓGICA SOSTENIDA A TRATAMIENTO 
ANTIVIRAL 
 
 
 Analizamos la posibilidad de predecir la existencia de una respuesta virológica 
sostenida en función del grado de expresión de los receptores de quimioquinas CCR5 y 
CXCR3. 
 
  
Observamos que un incremento en la expresión de células CD8+ CXCR3
elevado
 de un 
14% predijo el desarrollo de respuesta virológica sostenida con un valor predictivo 
positivo del 100%, mientras que un incremento de dicho receptor menor de un 1% tras 
24 semanas de tratamiento se asociaba con ausencia de respuesta virológica, 
presentando un valor predictivo negativo del 100%. En la figura 17 se muestra la 
variación de la frecuencia de células CD8+ CXCR3+ tras 24 semanas de tratamiento en 
los pacientes con y sin respuesta virológica sostenida. También se muestra una tabla con 
los distintos valores de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo y negativo 
según los diferentes puntos de corte de la variación de las células CD8+ CXCR3+. 
Finalmente se muestra la curva ROC de la variable variación de la frecuencia de células 
CD8+ CXCR3+ tras 24 semanas de tratamiento para predecir respuesta virológica 
sostenida. 
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Figura 17. Correlación entre el incremento después del tratamiento de células CD8+ de sangre 
periférica que expresaban CXCR3 y la  respuesta virológica sostenida en pacientes con hepatitis 
crónica por VHC genotipo 1.  
 
(A): Curva ROC del incremento en las células CD8+ CXCR3
elevado
 de sangre periférica después de 
24 semanas de tratamiento antiviral. 
 
(B) Tabla mostrando la sensibilidad (SENS), especificidad (ESPEC), valor predictivo positivo 
(VPP) y negativo (VPN) de diferentes puntos de corte del incremento de células CD8+ CXCR3
high
. 
IC: intervalo de confianza 
 
(C) Incremento de células CD8+ CXCR3
high
 después de 24 semanas de tratamiento antiviral en 
pacientes con respuesta virológica positiva y negativa al mismo. 
 
 
a
Mann-Whitney U test. o: outlier value. 
 
 
 Por otro lado, no se encontró relación significativa entre el incremento de la frecuencia 
de células CD8+ CCR5+ y el desarrollo de respuesta virológica sostenida. 
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VI.- DISCUSIÓN 
 
 
 El hígado contiene una gran población de linfocitos residentes que influyen, tanto en la 
respuesta inmune adaptativa (células T CD4+ y CD8+), como en la innata (células 
natural killer y natural killer T) 
331
 (FIGURA 18) 
 
 
 
FIGURA 18. Distribución linfocitaria en el hígado de ratones y humanos  
 
 
 Este órgano desempeña un papel fundamental en la primera línea defensiva frente a los 
antígenos extraños procedentes del intestino, manteniendo un balance entre tolerancia y 
generación de una respuesta inmune a los mismos. 
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 La alteración de este equilibrio, a través de múltiples mecanismos, conduce al 
desarrollo de daño hepático mediado por el reclutamiento y activación de células T en el 
hígado (CD4, CD8, natural killer). 
 
 Durante la infección por VHC la inflamación crónica, así como los fenómenos de 
regeneración y fibrosis, son claves en el daño hepático. Las citoquinas desempeñan un 
papel fundamental en la regulación de este proceso. 
 
 En la infección aguda y crónica por el virus de la hepatitis C existe reclutamiento de 
múltiples subtipos de células inmunes hacia el parénquima hepático. Este proceso 
inflamatorio es esencial en la supresión de la replicación viral, pero también contribuye 
al desarrollo del daño hepático necroinflamatorio y en la progresión hacia fibrosis
332,
 
333, 
334
. 
 
Nuestro trabajo confirma que en la infección crónica por VHC existe un secuestro 
intrahepático de células T CD8+ que expresan receptores de quimioquinas asociados a 
respuesta tipo Tc1 
335, 336, 337
. Este fenómeno se debe probablemente a la atracción por 
las quimioquinas producidas por el hígado infectado, aunque no pueden descartarse 
otras causas de esta elevada concentración intrahepática de células T CD8+ que 
expresan CCR5 y CXCR3, como podrían ser la muerte a ese nivel de las células con 
diferentes receptores de quimioquinas o la sobreregulación de estos receptores en la 
población de células CD8+ intrahepática. 
 
 Los ligandos de CCR5 y CXCR3 desempeñan un papel fundamental en la migración 
transendotelial para facilitar la entrada al hígado de las células T, pudiendo secretarse 
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por las células endoteliales 
338
, células estrelladas
339
, otras células próximas al endotelio, 
o por células procedentes de sangre periférica que a nivel del sinusoide, favorecidas por 
el lento flujo a ese nivel, son capturadas por proteoglicanos a través del endotelio 
340,
 
341
 
(FIGURA 19). 
 
 
FIGURA 19.- El endotelio puede presentar quimioquinas secretadas por las células endoteliales  o 
por células del tejido infectado, incluidos hepatocitos, células estrelladas, células de Kupffer y 
leucocitos, o capturar quimioquinas secretadas por otras células como los colangiocitos. 
 
 
 Así, se ha observado en pacientes infectados crónicamente por el VHC un aumento en 
la expresión de los ligandos de CCR5 y CXCR3 a nivel del endotelio sinusoidal 
342
, lo 
que favorecería la atracción de células efectoras que expresen los receptores de 
quimioquinas específicos.  
 
 
 Además, las quimioquinas desempeñan un papel importante en la adhesión de los 
linfocitos al endotelio vascular, mediante la activación de integrinas en la superficie 
leucocitaria
343,
 
344
, facilitando la diapédesis de los leucocitos adheridos a través del 
endotelio
345
 y favoreciendo la migración a través del endotelio al sitio de la inflamación, 
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basada en un gradiente de quimioquinas
346
, y su activación para desempeñar funciones 
efectoras
347, 348,
 
349
 (FIGURA 20). 
 
 
 
FIGURA 20.- Migración transendotelial 
 Inicialmente las células se ponen en contacto con la célula endotelial. Posteriormente las quimioquinas 
activan receptores específicos en los leucocitos, que estimulan la unión con determinados ligandos de la 
célula endotelial (ICAM-1, VCAM-1), permitiendo la migración a través del endotelio, también 
controlada por quimioquinas. 
 
 
 Estas quimioquinas pueden permanecer en los sitios de inflamación gracias a su 
capacidad para unirse a los proteoglicanos, lo que permite ser retenidas en el glicocalix 
endotelial y matriz extracelular 
350,
 
351
. 
 Tras la estimulación de los hepatocitos por la infección viral estos aumentan la 
secreción de quimioquinas y la expresión de moléculas de adhesión, incrementando el 
reclutamiento de linfocitos a través del endotelio sinusoidal 
352,
 
353
. 
 
 El receptor de quimioquinas CXCR3 está muy expresado en las células efectoras 
activadas, encontrándose estrechamente ligado a la respuesta inmune tipo Th1/Tc1 
354
. 
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Sus ligandos (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) son producidos por hepatocitos, células 
estrelladas hepáticas y células endoteliales del sinusoide hepático
342
, tras la estimulación 
por citoquinas proinflamatorias, fundamentalmente interferón gamma y TNF alfa, 
liberadas por la células Kupffer y posteriormente por células dendríticas, natural killer y 
natural killer T, en respuesta a la infección. Las células T CD4+ también liberan estos 
ligandos tras ser activadas por los antígenos virales expresados en el hepatocito 
355
. 
 
 CXCL9, CXCL10 y CXCL11 están aumentados en muchas enfermedades hepáticas 
distintas de la hepatitis crónica por VHC, lo que sugiere que desempeñan un papel 
general de reclutamiento de células efectoras al hígado inflamado
356
. 
 
 Se ha observado que los linfocitos intrahepáticos de pacientes infectados crónicamente 
por VHC expresan altos niveles de CXCR3 y muestran una capacidad aumentada de 
migración en respuesta a sus ligandos específicos, sobreexpresados en suero e hígado en 
estos pacientes
311, 342, 357-359. 357, 358, 359
. 
 
 Por otro lado, se ha observado que las células T efectoras CXCR3
elevado
 producen 
múltiples citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y factores citotóxicos, como IFN-
gamma, TNF-alfa, CCL5 y perforina 
360,
 
361
, que podrían contribuir a la inflamación y 
daño hepático durante la infección crónica por el virus. Esto explicaría la correlación 
positiva que se ha encontrado entre los niveles intrahepáticos de CXCL10 y CXCL11 y 
la severidad de la enfermedad hepática
362
. 
 
 En pacientes con infección crónica por VHC, la inflamación y fibrosis hepática se 
localiza fundamentalmente en las áreas portales, lo cual podría explicarse en parte por el 
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reclutamiento hacia dichas áreas de células efectoras que expresan CCR5, estimulado 
por la existencia de unos niveles elevados de sus ligandos específicos (CCL3, CCL4 y 
CCL5) en pacientes infectados por VHC
363, 364, 365
 (FIGURA 21). 
 
 
FIGURA 21.-  Los ligandos de CXCR3 (CXCL9-10-11) son fundamentales en el reclutamiento de 
linfocitos vía endotelio sinusoidal, mientras que los ligandos de CCR5 son mas importantes en la 
migración a través del endotelio vascular portal. 
 
 
 De la importancia de este receptor (CCR5) en la modulación de la respuesta 
inflamatoria hepática habla el hecho, por ejemplo, de que el tratamiento con 
antagonistas de CCR5, estudiado como posible terapia para el VIH (CCR5 es un 
coreceptor necesario para la infectividad por este virus), haya tenido que suspenderse 
por el desarrollo de hepatotoxicidad severa 
366, 367,
 
368
, y que pacientes con la mutación 
CCR5 delta 32, que tienen una deficiencia en la expresión de este receptor, por un lado 
parecen tener un mayor riesgo de cronificación del VHC espontáneamente o tras 
tratamiento antiviral
369-374
369, 370, 371, 372, 373
 
374 y, por otro, presentan un menor grado de inflamación 
hepática  
375
. 
 
 CCR5 se expresa fundamentalmente en las células Th1/Tc1 
376, 377,
 
378
, favoreciendo 
una migración de estas células al tejido tras la interacción con sus ligandos específicos 
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sobreexpresados en el hígado de pacientes infectados por VHC, así como en el endotelio 
374
, siendo claves en el reclutamiento de células efectoras a los tractos portales 
379
. 
 
 Parece que la expresión elevada de estos ligandos podría venir inducida por 
determinadas proteínas del virus, como es la proteína E2
380
 que, mediante a su unión a 
la tetraespanina CD81 favorece la expresión de quimioquinas como CCL5
381
. 
 
 En base a todo lo previamente comentado, se he especulado con la posibilidad de 
bloquear el receptor CCR5 para disminuir el daño hepático, evitando la migración de las 
células T hacía el hígado, en pacientes en que no se haya conseguido eliminar el 
virus
382-385
382, 383, 384,
 
385 , aunque aún no está aclarada la eficacia de esta medida y los posibles 
efectos adversos derivados de la inmunosupresión generada en estos pacientes 
386-389
. 
386, 
387, 388, 389
. 
 
 En consonancia con estos datos, al igual que otros autores 
377, 390,
 
391,
 
392
, hemos 
observado en nuestro estudio un aumento marcado de la expresión de células T CD8+ 
intrahepáticas que expresaban CCR5 y CXCR3 en los pacientes con infección crónica 
por VHC, con unas diferencias estadísticamente significativas respecto a la 
concentración de estas células en sangre periférica, lo que sugiere la existencia de una 
migración y secuestro, mediado por quimioquinas, de estas células en el hígado en los 
pacientes con infección crónica por VHC. 
 
Por otro lado, hemos observado una correlación estadísticamente significativa entre la 
presencia de células CD8+ CXCR3
elevado 
 y CCR5
elevado
 a nivel intrahepático con el 
grado de inflamación hepática de estos pacientes. Estos datos muestran que el 
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reclutamiento de estas células al hígado esta implicado en la patogenia del daño 
hepático inmunomediado en la infección persistente por VHC. 
 
Se observó en este estudio una correlación positiva con el grado de fibrosis, aunque sin 
alcanzar significación estadística, probablemente por el escaso número de pacientes, ya 
que dicha correlación, descrita por otros autores, parece evidente, ya que las 
quimioquinas están relacionadas con la fibrosis, tanto directamente, mediante el 
reclutamiento de células inflamatorias que activan la fibrogénesis, como por activación 
directa de las células estrelladas hepáticas 
393,
 
394
, que se transforman en 
miofibroblastos, que a su vez expresan quimioquinas y receptores de quimioquinas que 
favorecen el proceso fibrogénico 
395,
 
396
. Así, por ejemplo, se ha observado en modelos 
animales que CCL3, secretado por macrófagos y células epiteliales, es profibrótico. 
Además en ratones con deficiencia de CCR5 se ha observado que desarrollan menos 
fibrosis, probablemente mediada por una menor expresión de IL-4 e IL-13, citoquinas 
profibróticas que inducen la expresión de CCL3 y CCL2
397
. Por tanto, se ha demostrado 
que la inflamación intrahepática es uno de los factores predictivos más importantes de 
progresión de la fibrosis en los pacientes con hepatitis crónica por VHC
398-401
.398399400401 Como 
se ha demostrado en este estudio la expresión de receptores de quimioquinas asociado a 
respuesta Tc1 es esencial en el desarrollo del proceso inflamatorio intrahepático. 
 
 Cuando se han estudiados hígados sanos, de pacientes no infectados y sin otra causa de 
hepatopatía, se ha observado en los mismos la presencia de una infiltración por 
linfocitos CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
, probablemente debido a un papel de estas células 
en el mantenimiento de una respuesta inmune fisiológica frente a los antígenos extraños 
procedentes del intestino 
402
, aunque otros autores piensan que la presencia de estas 
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células a nivel intrahepático sería debida a que el hígado constituiría un órgano 
fundamental en el aclaramiento de las células T vía apoptósis 
403, 404
. 
 
 La mayoría de las células T en los hígados sanos se localizan en el tracto portal, y esto 
podría ser debido a una menor expresión de las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y 
CXCL11 en el endotelio sinusoidal no inflamado
405
. 
 
 La migración al hígado de las células específicas que expresan CXCR3 y CCR5 viene 
determinada por la concentración de sus ligandos específicos. Así se ha observado que 
la expresión de CXCL10 (ligando de CXCR3) a nivel de hígado y sangre periférica está 
aumentada en los pacientes con hepatitis crónica por VHC 
406, 175,
 
407
, existiendo una 
correlación de sus niveles, tanto en sangre periférica como en hígado, con el grado de 
inflamación lobular hepática en estos pacientes 
408, 409
. 
 
 Aunque no existen datos en humanos, en estudios realizados en chimpancés en la fase 
aguda de la infección, se ha observado que los niveles intrahepáticos de CXCL10 
comienzan a elevarse en la primera semana de la infección, manteniéndose altos hasta la 
eliminación del virus 
410,
 
411
, mientras que en los casos en que la infección se cronifica, 
una secreción continuada de estas quimioquinas mantendría la inflamación en el hígado. 
Parece que estas quimioquinas se producen fundamentalmente por los hepatocitos y las 
células endoteliales sinusoidales
412
, en base al estímulo mediado por citoquinas 
proinflamatorias (sobre todo TNF alfa e IFN gamma)
413, 414, 415
 o estimulación directa 
por determinadas proteínas virales, como NS5A y proteína del core
312
, existiendo una 
correlación entre los niveles basales de CXCL10 y la respuesta al tratamiento antiviral 
416, 417, 418
. 
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 Por otro lado, los ligandos de CCR5, como CCL3, también podrían desempeñar un 
papel en el aclaramiento viral y en el daño hepático secundario a la inflamación crónica, 
dado que este receptor de quimioquinas se expresa en linfocitos T 
419
, células NK
420
, 
monocitos
421
 y células endoteliales
422
, habiéndose observado niveles elevados de sus 
ligandos en suero
¡Error! Marcador no definido.
 e hígado
423
 en pacientes infectados por VHC, 
pudiendo estimularse  su secreción a nivel de los hepatocitos en los pacientes 
infectados, como sucede en otros virus hepatotropos como el VHB
424
. 
 
 En nuestro estudio hemos observado una concentración sérica basal de CXCL10 y 
CCL3 superior en los pacientes con hepatitis crónica VHC que en controles sanos, 
existiendo una correlación positiva estadísticamente significativa entre los niveles de 
CCL3 y la carga viral, así como una correlación positiva, aunque sin alcanzar 
significación estadística, entre carga viral y niveles séricos de CXCL10.  
 
 Estos datos sugieren que existe una estimulación directa de la secreción de estas 
quimioquinas durante la infección viral para favorecer el reclutamiento intrahepático de 
una respuesta Th1/Tc1 específica que consiga el aclaramiento del virus. No obstante, 
también se reclutan células no específicas que en el caso de no controlarse la infección 
favorecerán el daño crónico. 
 
 Se ha observado previamente que en pacientes con hepatitis crónica por VHC existe 
una disminución de las células CD8+ de sangre periférica que expresaban CCR5 y 
CXCR3
425
. En nuestro estudio observamos una disminución de la expresión de estos 
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receptores en sangre periférica de sujetos infectados crónicamente, aunque sin alcanzar 
significación estadística. 
 
 Esa disminución de los receptores de quimioquinas produce un descenso en la 
migración de los linfocitos T en respuesta a sus quimioquinas específicas en estos 
pacientes, lo que disminuye la migración hacia el hígado de una respuesta Th1/Tc1, 
responsable del aclaramiento viral, mientras que la expresión de CCR4, asociado a 
respuesta tipo Th2, no parece afectarse en estos pacientes, permitiendo la existencia de 
una inflamación crónica persistente. 
 
 La causa de esta alteración de la expresión de receptores asociados a respuesta Th1/Tc1 
no está clara, pudiendo ser debida a: 
 
- Existencia de un secuestro intrahepático de estas células377, que explicaría la alta 
concentración de las mismas a nivel hepático, observada por varios autores y 
confirmada en nuestros resultados. Esta quimiotaxis celular vendría estimulada 
por la secreción por los hepatocitos de CXCL9, CXCL10 (ligandos de CXCR3) 
y CCL5, CCL3 (ligandos de CCR5), inducida por proteínas del virus como 
NS5A y core
¡Error! Marcador no definido.
 , aunque algunos estudios realizados con 
biopsias hepáticas seriadas demostraron una disminución progresiva de la 
presencia de estas células a nivel hepático en estos pacientes a lo largo de la 
evolución de la infección
426
. 
 
- Inactivación de CCR5 mediada por interleukina 10, que está aumentada en los 
pacientes con hepatitis VHC
427
. 
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- Internalización de los receptores de quimioquinas al citoplasma, al igual que se 
ha observado en otros virus similares, como el GB virus C
428,
 
429
, mediada por 
proteínas del virus 
430,
 
431
, o por la exposición a sus ligandos específicos
¡Error! 
Marcador no definido., 432,
 
433,
 
434
. Esto explicaría los hallazgos encontrados en nuestro 
estudio, en él que se observa una correlación inversa entre los niveles de 
quimioquinas séricas y el grado de expresión de sus receptores específicos en las 
células T, si bien este mecanismo no parece explicar por sí solo el descenso de 
los receptores, ya que, en pacientes VHB no se observa este descenso de los 
receptores de quimioquinas, a pesar de existir también niveles elevados de las 
mismas quimioquinas en sangre periférica. 
 
 En cuanto a las vías por las que el tratamiento antiviral podría interferir con alguno de 
los mecanismos del virus para eludir la respuesta inmune específica del huésped a través 
de la alteración de la quimiotaxis, en nuestro estudio observamos: 
 
 Un aumento de la expresión de células CD8 CXCR3elevado y CCR5elevado 
en sangre periférica tras 12 y 24 semanas de tratamiento antiviral con 
interferon pegilado y ribavirina. 
 
 Concentraciones basales en sangre periférica de CXCL10 (ligando de 
CXCR3) y CCL3 (ligando de CCR5) significativamente mayores en 
pacientes infectados respecto a controles sanos, que descendían de modo 
significativo a lo largo del tratamiento antiviral, existiendo una 
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correlación entre el aumento en sangre periférica de los células CD8 con 
expresión de CXCR3/CCR5 y el descenso de sus ligandos específicos. 
 
 Cuando analizamos la modificación de los niveles de CXCL10 en la semana 12 de 
tratamiento antiviral en función de si existía o no respuesta virológica sostenida (RVS) 
tras el mismo, observamos un descenso de dichos niveles mayor en los pacientes con 
RVS, existiendo además una correlación entre la carga viral del VHC y los niveles 
séricos de CCL3 y CXCL10. 
 
 Asimismo observamos un aumento significativo de la frecuencia de células T CD8 + 
que expresaban CXCR3 en sangre periférica en los pacientes con RVS tras el 
tratamiento. La variación de la frecuencia de estas células tras 24 semanas de 
tratamiento tenía un valor predictivo positivo (VPP) del 100% para predecir RVS 
cuando ese aumento era del 14%, a costa de una sensibilidad del 66,7%, mientras que 
un incremento inferior al 1% se asociaba con ausencia de respuesta virológica, con un 
valor predictivo negativo del 100% y una especifidad del 42,9%. 
 
 Estos datos nos hacen pensar que uno de los mecanismos por el que el VHC podría 
evadir la respuesta inmune sería alterando la expresión de receptores de quimioquinas 
asociados a respuesta Tc1 en las células T CD8+. Este efecto lo podría lograr mediante 
el incremento de la expresión de los ligandos de estos receptores que inducirían la 
internalización del receptor. El tratamiento antiviral con interferón pegilado y ribavirina 
podría actuar revirtiendo este proceso, mediante una disminución de los ligandos 
específicos y un aumento secundario de la expresión de los receptores de quimioquinas 
CXCR3 y CCR5 en células T CD8+ de sangre periférica. 
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 Además, la cuantificación del grado de aumento de la expresión de dichos receptores y 
la disminución de sus ligandos en sangre periférica tras 12-24 semanas de tratamiento 
nos podría permitir predecir que pacientes van a responder al final del mismo, pudiendo 
constituir un dato pronóstico más a tener en cuenta a la hora de tomar la decisión de 
suspender el tratamiento junto a los que se consideran en la actualidad. 
 
 Por otro lado, en base a este planteamiento, podría ser de utilidad la utilización 
terapéutica de anticuerpos frente a estos receptores de quimioquinas y/o sus ligandos en 
pacientes con VHC, al igual que se ha estudiado en otros cuadros. Así se ha demostrado 
que el uso de anticuerpos monoclonales frente a CCR5 es eficaz en evitar la infección 
de las células T por el virus de la inmunodeficiencia humana
435, 436,
 
437
, así como en 
disminuir la inflamación tisular en algunos modelos animales
438
. Por otro lado, el 
bloqueo de CXCL10 se ha mostrado eficaz para tratar un modelo experimental de 
colitis
439, 440
 y la utilización de anticuerpos monoclonales anti-CXCR3 tiene un efecto 
anti-inflamatorio en modelos animales de artritis
441
 y podrían ser de utilidad en el 
tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal
442
. Estas moléculas no han sido 
estudiadas extensamente en la infección por VHC, debido a la ausencia de un modelo 
animal que permita probar su eficacia y seguridad, aunque la utilización de anticuerpos 
monoclonales anti-CCR5 en un modelo animal de fallo hepático ha producido una 
disminución en la inflamación intrahepática, permitiendo la supervivencia del ratón
443
. 
 
 Por tanto, al menos desde un punto de vista teórico, el bloqueo de la interacción entre 
CCR5/CXCR3 y sus ligandos específicos podría disminuir la inflamación crónica 
progresiva que se produce en aquellos pacientes en los que no se logra la eliminación 
del virus con el tratamiento. 
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VII.- CONCLUSIONES. 
 
 
1.- En los pacientes con infección crónica por virus de la hepatitis C existe un aumento 
en el compartimento intrahepático de la frecuencia de células CD8+ con expresión de 
receptores de quimioquinas asociados a respuesta inmune tipo Th1/Tc1 (CCR5
elevado
 y 
CXCR3
elevado
), existiendo una correlación entre la frecuencia de dichas células y el 
grado de inflamación hepática en estos pacientes. 
 
 
2.- En la fase crónica de la infección existe una disminución de la frecuencia de células 
CD8+ con fenotipo CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
 en sangre periférica. Dicha frecuencia 
guarda una correlación inversa con la concentración sérica de sus ligandos (CXCL10 y 
CCL5), lo que podría explicarse por la existencia de un internalización de dichos 
receptores tras la unión a CXCL10 y CCL5 que son inducidas por el VHC. 
 
 
3.-  El tratamiento antiviral con interferón pegilado y ribavirina revierte este fenómeno, 
aumentando la frecuencia de células CD8+ con fenotipo CCR5
elevado
 y CXCR3
elevado
 en 
sangre periférica. Este hecho se relaciona con una disminución de la concentración 
sérica de CXCL10 y CCL5, producida por el tratamiento antiviral. 
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4.- El grado de variación en la frecuencia de células T CD8+ con elevada expresión del 
receptor de qumioquinas CXCR3 en sangre periférica tras 24 semanas de tratamiento 
antiviral constituye un factor pronóstico de desarrollo de respuesta virológica sostenida.  
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VIII. APÉNDICES. 
 
 
VIII.1 Abreviaturas utilizadas. 
 
 
Anti-VHC: anticuerpos contra el virus de la hepatitis C. 
CD: Células dendríticas. 
CMSP: Células mononucleares de sangre periférica. 
CPA: Células presentadoras de antígeno. 
CK: Citoquinas. 
CSF: Factor estimulante de colonias. 
EGF: Factor de crecimiento epitelial. 
GF: Factor de crecimiento. 
HGF: Factor de crecimiento hepatocitario. 
HLA: Sistema mayor de histocompatibilidad. 
IFN: Interferón. 
IL: Interleuquinas. 
LIH: Linfocitos intrahepáticos. 
LSP: Linfocitos de sangre periférica. 
LPS: Lipopolisacarido. 
LTC: Linfocito T citotóxico. 
NK: Células natural Killer. 
NKT: Células natural Killer T. 
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
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PEG-IFN: Interferón Pegilado. 
PRR: Pattern recognition receptors. 
QQ: Quimioquinas. 
RBV: Ribavirina. 
RCT: Receptor de células T. 
RIG-I: RNA-helicase receptors. 
RNA: Acido ribonucleico. 
RQ: Receptor de quimioquinas. 
RVS: Respuesta virológica sostenida. 
TGF: Transforming grow factor. 
TLR: Toll like receptors. 
TNF: Factor de necrosis tumoral. 
VHB: Virus de la hepatitis B. 
VHC: Virus de la hepatitis C. 
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. 
VPP: Valor predictivo positivo. 
VPN: Valor predicivo negativo. 
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